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RESUMEN 
La Hepatitis C es una enfermedad causada por la infección con el virus que lleva el mismo 

nombre (HCV). En la respuesta inmune innata ante HCV participan diferentes vías de 

señalización: se ha descrito que diversas moléculas como TICAM1 (Toll-like receptor 

adaptor molecule 1) y NOD1 (Nucleotide-binding oligomerization domain containing 1) 

contribuyen a la correcta inducción y producción de interferones (IFN) tipo I, que son de 

crucial importancia en la respuesta antiviral. La identificación de Polimorfismos de 

Nucleótido Único (SNPs) presentes en regiones codificantes de estas moléculas de la 

inmunidad innata, permiten ubicar posibles marcadores moleculares de asociación en la 

infección por HCV, ya que variaciones en estos SNPs, pueden dar lugar a cambios de 

aminoácidos y llevar a la disminución o pérdida de la función de la proteína, lo que a su vez 

tiene repercusiones en la activación de los factores reguladores del interferón y en su 

inducción, afectando con ello la respuesta inmunológica contra HCV.  

Aunado a lo anterior, el virus posee diversos mecanismos de variación genética que dan 

lugar a la generación de una amplia gama de subpoblaciones virales (cuasiespecies); en 

este sentido, se ha descrito que en la región HVR1 localizada entre las regiones que 

codifican las proteínas estructurales E1 y E2, se presenta la mayor variabilidad genética 

viral. 

El objetivo de este proyecto fue caracterizar polimorfismos de nucleótido único en moléculas 
de la inmunidad innata implicados en la generación de cambios sinónimos y no sinónimos 
y establecer si tienen asociación con el tipo de respuesta al tratamiento y con la diversidad 
genética viral, en pacientes con Hepatitis C sometidos a terapia triple con Interferon, 
Ribavirina y Boceprevir, para lo cual se diseñaron una serie de oligonucleótidos que cubren 
regiones codificantes específicas en TICAM1 y NOD1 los cuales se secuenciaron por 
Sanger; simultáneamente, se realizó la caracterización nucleotídica de la región HVR1 en 
4 pacientes mediante ultra secuenciación en la plataforma 454 de Roche. 
 
El análisis permitió la identificación de dos SNPs que presentaron cambios sinónimos en la 

región codificante de la molécula TICAM1: en el rs2292151(CT) se identificó el genotipo 

CC y en el SNP rs7255265 (G A) el genotipo AA en el paciente con la respuesta más 

eficiente al tratamiento; contrario a los otros 6 pacientes que presentaron el genotipo CT 

(rs2292151) y GG (rs7255265); para la molécula NOD1 se identificaron dos SNPs 

implicados en cambios no sinónimos: en el rs2075820 (GA) en un paciente con respuesta 

a las 12 semanas se identificó el genotipo heterocigoto GA, en el que se predice un cambio 

de ácido glutámico a lisina y en el rs376876391(GA) se identificó el genotipo heterocigoto 

GA en el que se predice un cambio de arginina a histidina; los demás pacientes presentaron 

el genotipo homocigoto GG en ambos SNPs (rs2075820 y rs376876391).  

Se realizó un análisis estadístico para evaluar el impacto de estos SNPs mediante un 

modelo de correlación con la prueba Tau B Kendall, encontrando una correlación moderada 

entre la severidad de la hepatitis (0.50) y la respuesta al tratamiento (0.65) en los SNPs 

presentes en la molécula TICAM1 y una correlación baja negativa entre los SNPs en la 

molécula NOD1 y la respuesta favorable al tratamiento (-0.39). 

En cuanto al análisis de la región HVR1, el cálculo del promedio de las distancias 

nucleotídicas ( ) de las 4 muestras basales demostró que el paciente que inicialmente 

respondió y al final del tratamiento tuvo una pérdida de la respuesta (ID2), presenta la mayor 
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diversidad basal (22.55), en tanto que el paciente con la respuesta de eliminación viral más 

eficiente (ID7) es el que presenta la menor diversidad (3.68); aunado a lo anterior, el 

paciente no respondedor que presenta respuesta parcial, tiene una diversidad nucleotídica 

elevada (20.09), pero menor que el ID2, y el paciente respondedor a las 12 semanas (ID3) 

presenta una diversidad menor que los no respondedores (16.87). Lo anterior sugiere que 

la existencia de heterogeneidad genética entre los pacientes antes de iniciar el tratamiento, 

medida como pudiera tener utilidad como marcador biológico de predicción al éxito del 

tratamiento antiviral.  

Este trabajo describe por primera vez SNPs en moléculas de la inmunidad innata que 

podrían ser utilizado como moléculas asociadas a la respuesta ante la infección por HCV, 

además de la identificación de diferencias en la diversidad nucleotídica basal de las 

poblaciones virales de HCV antes de iniciar el tratamiento, lo que sugiere su potencial uso 

como biomarcador molecular para la generación de nuevos modelos de predicción a las 

terapias actuales contra HCV. 
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ABSTRACT  
Hepatitis C is a disease caused by infection with the virus that bears the same name (HCV). 

In the innate immune response to HCV different signaling pathways are involved; It has been 

described that several molecules of the innate immunity as Toll-like receptor adapter 

molecule 1 (TICAM1) and Nucleotide-binding oligomerization domain containing 1 (NOD1) 

contribute to the successful induction of type I interferon (IFN) production, which is crucial 

in the antiviral response. Identification of single nucleotide polymorphisms (SNPs) at the 

codifying regions of these molecules, can provide insight of new molecular markers for 

association with HCV infection outcome, since changes at SNP level can lead to amino acid 

changes and to the reduction or loss of protein functionality, which can impact the activation 

of interferon regulatory factors and their induction, thereby affecting the immune response 

against HCV.  

Furthermore, HCV virus has various mechanisms of genetic variation that give rise to the 

generation of a broad range of viral subpopulations (quasispecies), in this sense, the largest 

HCV genetic variability has been described in the HVR1 region, located between the E1 and 

E2 structural protein coding regions. 

The aim of this project was to characterize SNPs in molecules of the innate immunity 

involved in the generation of synonymous and non-synonymous changes and establish if 

they have any association with the type of response to treatment and viral genetic diversity 

in patients with Hepatitis C undergoing triple therapy with Interferon, Ribavirin and 

Boceprevir; for this purpose, a series of oligonucleotides covering specific coding regions in 

TICAM1 and NOD1 were designed and sequenced by Sanger; Simultaneously, the 

nucleotide characterization of the HVR1 region was performed in 4 patients by ultra-

sequencing on the 454 Roche platform. 

Analysis allowed to the identification of two SNPs that showed synonymous changes in the 

coding region of the TICAM1 molecule: in the rs2292151 (CT) was identified genotype CC 

and in the SNP rs7255265 (G  A) the AA genotype in the patient with the most efficient 

treatment response; contrary to the other 6 patients who presented the CT genotype 

(rs2292151) and GG (rs7255265); for the molecule NOD1, two SNPs involved in non-

synonymous changes were identified: for the rs2075820 (GA), the GA genotype in a 

patient with response at 12 weeks, in which a change from glutamic acid to lysine and for 

the rs376876391 (GA) the heterozygous genotype GA was identified, in which is predicted 

a change of arginine to histidine; The other patients presented the GG homozygous 

genotype in both SNPs (rs2075820 and rs376876391). 

Statistical analysis was performed to assess the impact of these SNPs using a correlation 

model with B Kendall Tau test. A moderate association was found between severity of 

hepatitis (0.50) and the response to treatment (0.65) in the TICAM1 SNPs, a low negative 

correlation at the NOD1 SNPs and favorable response to treatment (-0.39).  

In regard of HVR1 region analysis, the calculation of the mean nucleotide distances () of 

the 4 baseline samples showed that, the patient initially responder but with loss of the 

response by the end of treatment (ID2), presented the highest basal diversity (22.55), while 

the patient with the most efficient viral elimination response (ID7) is the one with the lowest 

diversity (3.68), in addition to the above, the non-responding patient with partial response 

has a high nucleotide diversity (20.09), but less than ID2, and the responding patient at 12 

weeks (ID3) has a lower diversity than non-responders (16.87). This suggests that the 
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existence of genetic heterogeneity among patients before starting treatment, measured as 

 could have utility as a predictive biological marker for successful antiviral treatment. 

This work describes for the first-time SNPs in molecules of innate immunity that could be 

used as molecules associated with the response to HCV infection, in addition to identifying 

differences in baseline nucleotide diversity of HCV viral populations before starting 

treatment, suggesting their potential use as a molecular biomarker for the generation of new 

prediction models for current HCV therapies. 
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1. Introducción. 
1.1 Hepatitis C. 
El término hepatitis, proviene del griego hepar, que significa hígado, fue utilizado 

por primera vez en 1710 y se refiere a todas aquellas enfermedades que producen 

una inflamación en el hígado (Du y Tang, 2016). La causa más frecuente que 

provoca hepatitis es una infección viral, aunque también puede ser producida por 

agentes químicos, el uso de fármacos, anestésicos, drogas, por una infección 

bacteriana o parasitaria, entre otras; por lo anterior, las hepatitis se dividen en 

infecciosas y no infecciosas. La mayoría de los pacientes refiere hepatitis de tipo 

infecciosa (Gómez I, 2003). 

Las hepatitis virales son enfermedades infecciosas frecuentes, que representan un 

grave problema de salud pública; en el ser humano es una patología que puede ser 

caracterizada por inflamación y necrosis hepatocelular y pueden ser causadas por 

distintos virus hepatotrópos, la cual se presenta de forma aguda o crónica, 

dependiendo del agente infectante. Los agentes etiológicos causantes de hepatitis 

en el humano son los virus de la hepatitis A (HAV), virus de hepatitis B (HBV), virus 

de hepatitis C (HCV), virus de hepatitis D (HDV) y virus de la Hepatitis E (HEV) 

(Cordeiro,  Taroco  y Chiparelli, 2008); la información epidemiológica con respecto 

a las infecciones por HDV y HEV en la República Mexicana son escasas y poco 

frecuentes y los estudios que señalan su prevalencia sugieren una asociación con 

programas de higiene deficientes (Panduro et al., 2011). En la década de 1940, ya 

habían sido descritas dos tipos de hepatitis, la A y la B; en 1974 se reportó que 

cerca del 25% de los pacientes sometidos a cirugía desarrollaron una hepatitis post–

transfusional y el 18% de ellos dieron negativo a los marcadores de ambos virus, 

además de presentar características clínicas diferentes, razón por la cual se 

denominó hepatitis no-A no-B. Fue hasta 15 años después que George Kuo, Qui- 

Lim Choo y Michael Houghton lograron identificar el agente causal responsable de 

la hepatitis no-A no-B al cual nombraron como hepatitis C (Du y Tang, 2016; Gómez 

I, 2003). 

La hepatitis C es una enfermedad contagiosa causada por la infección con el virus 

del mismo nombre; el cuadro clínico, de acuerdo con la Organización Mundial de la 

Salud (OMS), puede ir desde un padecimiento leve de curso agudo, hasta una 

afección crónica que conlleva el riesgo de sufrir cirrosis hepática (20% de los 

pacientes) o cáncer del hígado (10% de los pacientes) los cuales se presente entre 

20 a 30 años después de haber adquirido la infección; lo anterior convierte a la 

hepatitis C en un serio problema de salud pública en la actualidad (Gómez I, 2003; 

Preciado et al., 2014; Wilkins,  Malcolm,  Raina y Schade, 2010). 
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1.2 Agente Etiológico.  
El HCV pertenece al género Hepacivirus de la familia Flaviviridae, es un virus 

esférico, envuelto, para el que se han descrito 7 genotipos virales y más de 150 

subgenotipos. Su partícula viral completa tiene un diámetro aproximado de 55 a 60 

nm (Figura 1). 

                               

 Figura  1. Estructura del HCV.   

El genoma viral (Figura 2) está constituido por una cadena sencilla de RNA de 

polaridad positiva de aproximadamente 9,600 nucleótidos de longitud que codifica, 

mediante un único marco de lectura abierto (Open Reading Frame, ORF), para una 

poliproteína de 3,006 a 3,037 aminoácidos a partir de la cual se producen 10 

proteínas funcionales: tres estructurales (C, E1 y E2), dos esenciales para la 

formación del virus (p7 y NS2) y cinco no estructurales (NS), que participan en los 

procesos de replicación del RNA viral (NS3, NS4A, NS4B, NS5A y NS5B) (Du y 

Tang, 2016; Lindenbach y Rice, 2013; Preciado et al., 2014). 

Los extremos 5ʹ y 3ʹ son secuencias no codificantes (Untranslated Region, UTR) 

que flanquean la ORF. La región 5ʹ UTR contiene 341 bases y es altamente 

conservada (Moradpour,  Penin y Rice, 2007), contiene sitios importantes para la 

traducción, replicación y ensamblaje del genoma y su principal función es permitir la 

unión del ribosoma de la célula hospedera al RNA viral en la estructura conocida 

como IRES (Internal Ribosome Entry Site). El extremo 3ʹ UTR es de 27-51 bases y 

participa de manera significativa en mejorar las señales de traducción e iniciación 

de la síntesis de RNA viral (Bartenschlager,  Lohmann y Penin, 2013; Du y Tang, 

2016). 
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Figura  2. Organización genética y procesamiento de la poliproteína del HCV. 

(A) Genoma de RNA de polaridad positiva de 9.6 kb, se indican las estructuras secundarias, las regiones no 

codificantes UTR 5ʹ y 3ʹ, así como el bucle 3´cis activo en la replicación de la proteína NS5B (5B-SL3). (B) 

Procesamiento de la poliproteína que contiene el sitio interno de entrada al ribosoma (IRES) a partir del cual, 

se generan las proteínas estructurales y no estructurales; los diamantes de color negro indican los sitios de 

corte por la peptidasa en el RE y el rombo blanco indica el sitio de corte por la peptidasa señal de retículo 

endoplásmico en el extremo C- terminal de la proteína C. Las flechas curvas indican los sitios de corte por las 

proteasas virales NS2-3 y NS3-4A. (C) Representación de las 10 proteínas de HCV, los puntos en las proteínas 

E1 y E2 indican la glicosilación de las proteínas de la envoltura (4 y 11 glicanos N- ligados) (tomada de 

(Moradpour et al., 2007). 

 

Algunas de las funciones de las proteínas del HCV ya han sido descritas, así, la 

proteína C constituye la núcleo-cápside viral, altamente conservada, que se une al 

RE, consta de 191 aminoácidos y 3 dominios con base a su hidrofobicidad, el primer 

dominio (comprende los aminoácidos 1 al 117) contiene residuos básicos, con dos 

regiones hidrofóbicas cortas y puede unirse al RNA viral; el dominio 2 (aminoácidos 

118 al 174) es menos básico y más hidrófobo, por último, el domino 3 (aminoácidos 

175 al 191) es altamente hidrofóbico y actúa como una señal para la proteína de la 

envoltura E1 (Ashfaq,  Javed,  Rehman,  Nawaz y Riazuddin, 2011; Du y Tang, 

2016). La proteína C se encuentra involucrada en hepatocarcinogénesis y 

esteatosis de la hepatitis, ya que interacciona con numerosas proteínas celulares, 

afecta las funciones celulares tales como la transcripción de genes, el metabolismo 

de lípidos, apoptosis y varias vías de señalización (Du y Tang, 2016; Gómez I, 

2003). 

La glicoproteína de envoltura del virión E1 posee 192 aminoácidos. En el extremo 

carboxilo terminal (C-terminal) contiene de 4 a 5 sitios de glicosilación y es 

hidrofóbica, posee dos secuencias homólogas a segmentos transmembranales 

(Ashfaq et al., 2011; Gómez I, 2003). 

A 

B 

C 
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La proteína E2 es otra glicoproteína de envoltura con 327 aminoácidos y contiene 

11 sitios de glicosilación. Posee dos regiones hipervariables denominadas HVR1 y 

HVR2, que están sometidas a presión selectiva debida a la respuesta del sistema 

inmune ya que es la principal proteína blanco de anticuerpos neutralizantes. 

Numerosos estudios han puesto en manifiesto la heterogeneidad genética de la 

región HVR1, concluyendo que los cambios generados en esta región permiten al 

virus evadir el sistema inmune y facilitar la infección crónica (Ashfaq et al., 2011; 

Cortes et al., 2014; Cruz-Rivera et al., 2013). 

Las proteínas E1 y E2 son procesadas por peptidasas del hospedero y forman un 

heterodímero que se expresa en la superficie de la membrana viral y sirve como 

proteína de unión a los diversos receptores celulares identificados hasta el 

momento, entre los que se encuentran: CD81, SRBI (Scavenger receptor class B 

type I), heparan sulfato y las lectinas de unión a manosa DC-SIGN (CD209) y L-

SIGN (CD209-L) (Barth et al., 2003; Lozach et al., 2003; Scarselli et al., 2002). 

El polipéptido P7 se encuentra codificado entre las proteínas estructurales y las no 

estructurales, es cortado de la poliproteína también por acción de peptidasas del 

hospedero, se desconoce su función pero en sistemas de membranas artificiales in 

vitro funciona promoviendo la translocación de NS2 en el RE para la escisión 

apropiada por peptidasas, estas proteínas forman canales iónicos que juegan un 

papel esencial en la infección viral teniendo papeles importantes en el ensamblaje 

y liberación de los viriones (Ashfaq et al., 2011; Griffin et al., 2004; Sakai et al., 

2003). 

El proceso proteolítico de la región no estructural es mediado por dos proteasas 

virales: la proteasa NS2 que rompe la unión NS2/3, y la proteasa NS3 dependiente 

de serina, que es la responsable de procesar los sitios NS3/NS4A, NS4A/B 

NS4B/5A y NS5A/5B (Figura 2). La proteína NS2 es un polipéptido transmembranal 

y su extremo carboxilo terminal se encuentra translocado en el lumen del RE, 

mientras el extremo amino se sitúa en el citoplasma. Su función no está totalmente 

definida, pero participa en el ensamblaje del virión y forma parte del complejo de 

replicación junto con la NS5A y NS5B (Ashfaq et al., 2011; Pallaoro et al., 2001). 

La proteasa NS3 posee 631 aminoácidos, tiene un papel dual como serina proteasa 

(dominio amino-terminal) y como RNA helicasa (dominio carboxilo-terminal). La 

actividad de proteasa se incrementa por el cofactor NS4A que permite su completo 

plegamiento (Bartenschlager et al., 2013). El complejo NS3/4A es responsable del 

procesamiento de la poliproteína. La proteína NS3 resulta esencial para la 

generación de los componentes del complejo de replicación viral. Se ha descrito 

que el dominio serina proteasa de NS3 funciona como mecanismo de evasión de la 

respuesta inmune ya que produce la incisión en el aminoácido cisteína posición 372 

de la proteína de la inmunidad innata TICAM1, que es crucial para la vía de 
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señalización de interferones tipo I (Z. Jiang,  T. W. Mak,  G. Sen y X. Li, 2004; 

Ovsyannikova et al., 2011). El conocimiento de diversos aspectos y mecanismos 

moleculares de esta enzima ha permitido el desarrollo de diversos fármacos que 

dan lugar a la inhibición específica de la misma (De Francesco y Migliaccio, 2005). 

La proteína NS4 se divide en dos proteínas NS4A y NS4B; NS4A tiene 54 

aminoácidos, en su extremo N- terminal contiene una región altamente hidrofóbica, 

mientras que el extremo C- terminal interactúa como cofactor con la proteína NS3 

que forma parte del complejo de replicación viral. Por otra parte, NS4B es una 

proteína pequeña hidrofóbica, que participa en reclutar otras proteínas virales, 

contiene 4 dominios transmembranales y se ha reportado que una de sus 

principales funciones es inducir la formación de estructuras que soporten la 

replicación del RNA viral (Ashfaq et al., 2011; Einav,  Elazar,  Danieli y Glenn, 2004; 

Gómez I, 2003). 

La región NS5 codifica para dos proteínas, la NS5A y NS5B. NS5A es una 

fosfoproteína hidrofílica que es de crucial importancia en la replicación viral, 

participa en la modulación de la señalización celular y la respuesta al interferón 

(IFN), ya que contiene una región implicada en la resistencia al IFN conocida como 

ISDR (Interferon sensitivity determining region), además, es capaz de regular la 

señalización celular e intervenir en mecanismos apoptóticos, por lo que se ha 

sugerido que tiene participación en la patogenia de la infección (L. Huang et al., 

2005; Sarrazin,  Herrmann,  Bruch y Zeuzem, 2002). La proteína NS5B posee una 

longitud de 591 aminoácidos, actúa como RNA polimerasa dependiente de RNA y 

desempeña un papel importante en la síntesis de RNA viral. La estructura de la 

proteína permite el correcto plegamiento en 3 dominios, en uno de ellos se 

encuentra la actividad enzimática, en tanto los otros dos modulan la interacción con 

el RNA (Ashfaq et al., 2011; Bartenschlager et al., 2013).  

1.3 Heterogeneidad y variabilidad genética del HCV  
HCV posee 7 genotipos virales con una diversidad genética a nivel genotipo de 

aproximadamente un 30%. Los genotipos presentan una distribución característica 

que depende de la región geográfica; los genotipos 1, 2 y 3 poseen una distribución 

mundial, pero el genotipo 1 y 2 son endémicos de África occidental y el genotipo 3 

de la India. Los genotipos 4 y 5 se distribuyen principalmente en África y el 6 en 

Asía, en tanto que la distribución del genotipo 7 no ha sido establecida (Preciado et 

al., 2014). Aunque existe una alta variabilidad genética viral, la diversidad de 

especies virales a nivel genotipo en diferentes regiones geográficas es 

relativamente pequeña, lo que sugiere una evolución a largo plazo (Preciado et al., 

2014). 
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Además de los genotipos, existen que más de 150 subtipos, también llamados 

subgenotipos, que difieren aproximadamente en un 15% en su secuencia 

(Simmonds et al., 2005). 

Los mecanismos por los que HCV genera su variación genética con diversos e 

incluyen mutación, deriva génica, recombinación e inserción de mutaciones 

puntuales por la RNA polimerasa dependiente de RNA. La evolución del virus a nivel 

intra hospedero da origen a una colección de diferentes variantes virales que se 

encuentran genéticamente relacionadas (denominadas cuasiespecies), las cuales 

evolucionan en un ambiente que permite la acumulación de sustituciones 

nucleotídicas con una alta tasa de frecuencia, calculada entre 1.4x10-3 y 1.9 x10-3 

sustituciones nucleotídicas por año, que representa una amplia distribución genética 

a lo largo del genoma, dando como resultado la heterogeneidad genética en HCV 

que contribuye a definir la enorme diversidad de la población viral, (Larrat et al., 

2015; Sandres et al., 2000). 

Esta capacidad del HCV de acumular substituciones nucleotídicas es la que 

principalmente le permite escapar de la respuesta del sistema inmune y del 

tratamiento antiviral (Neumann et al., 1998; Preciado et al., 2014). 

Otra mecanismo de evolución molecular en HCV son los cuellos de botella 

genéticos, que ocurren durante la transmisión y la fase aguda de la infección, en 

este mecanismo se reduce el tamaño de población viral en respuesta a la presión 

de selección ejercida por el sistema inmunológico, en consecuencia solo una 

fracción de variantes en la población viral logra reestablecer la infección en el 

hospedero (Bukh,  Miller y Purcell, 1995; Preciado et al., 2014). 

Mediante el uso tanto de técnicas convencionales como de nuevas metodologías 

de secuenciación, se ha logrado representar la variabilidad genética a lo largo de 

las regiones en el genoma que codifican para las proteínas del HCV (Figura 3), de 

esta forma se ha descrito que el gen que codifican para la proteína E2 presenta la 

mayor diversidad nucleotídica, es decir es considerado un gen heterogéneo, sobre 

todo en las regiones denominadas HVR (Hypervariable region) 1 y 2; la región HVR1 

consta de una longitud aproximada de 27 aminoácidos y reporta una tasa de 0.87 x 

10 -3 sustituciones nucleotídicas por año; mientras que para la HVR2 (que consta 

de una longitud de 7 aminoácidos) hasta el momento no se tiene el reporte de la 

tasa de sustituciones nucleotídicas; datos recientes han sugerido que la 

heterogeneidad genética en las regiones HVR1 y HVR2 actúan en respuesta a 

diversas presiones de selección ejercidas en el hospedero, se ha descrito que las 

mutaciones en HVR1 permiten escapar de la presión ejercida por el sistema 

inmunológico (Farci et al., 1994; Hijikata,  Kato,  Ootsuyama,  Nakagawa y 

Shimotohno, 1991; Weiner et al., 1992), estas mutaciones también se han asociado 

a la persistencia viral (Shimizu et al., 1994), a variaciones en el tropismo celular 
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(Qian,  Camps,  Maluenda,  Civeira y Prieto, 1992), a una mayor progresión de la 

enfermedad hepática (Gretch et al., 1996; Naito et al., 1995) y recientemente se ha 

asociado a la respuesta al tratamiento (Cortes et al., 2014; Cruz-Rivera et al., 2013; 

Sandres et al., 2000). Es por lo anterior que la región HVR1 es representativa de las 

diferentes presiones selectivas a que es sometido el HCV. 

Otra región que presenta alto grado de variabilidad es la región ISDR en NS5A, la 

cual ha sido asociada con diferentes grados de sensibilidad a la terapia 

convencional con interferón pegilado y ribavirina (IFN-RBV) dependiendo de las 

mutaciones virales presentes (Enomoto et al., 1996). 

La región que se ha descrito con la menor variabilidad es la que codifica para la 

proteína C, sin embargo, un estudio ha demostrado que las sustituciones de 

aminoácidos presentes en esta región pueden ser utilizados como predictores de la 

respuesta al tratamiento con IFN-RBV (Akuta et al., 2007). 

La región que codifica para la proteasa viral NS3, también presenta un grado 

relativamente alto de variabilidad genética. La comparación de secuencias de la 

región correspondiente al gen de la proteasa pertenecientes al mismo genotipo, 

pueden mostrar variaciones de hasta el 6% a nivel de la secuencia nucleotídica y 

hasta un 4% a nivel de aminoácidos (Larrat et al., 2015). En general, las secuencias 

consenso a nivel de aminoácidos de esta región tienden a ser más conservadas en 

aislados pertenecientes al genotipo 1, sin embargo, otros genotipos tales como el 3 

muestran una mayor divergencia genética incurriendo en cambios fenotípicos que 

en ciertas ocasiones ocurren en el sitio activo de la enzima. Así, se puede inferir 

que el gen codificante para la proteasa viral tiende a estar altamente conservado 

entre aislados pertenecientes al mismo genotipo (Fusco y Chung, 2012). 

 

Figura 3. Genoma del virus y variabilidad nucleotídica del HCV. 
Adaptado de (Preciado et al., 2014). 

1.4 Transmisión del HCV. 
La vía de transmisión de HCV es principalmente parenteral, mediante el contacto 

directo con los fluidos biológicos. La vía más frecuente y más demostrada es la 

transfusión sanguínea, seguido del uso de drogas intravenosas, de objetos 

punzocortantes contaminados, y en menor porcentaje se encuentra el trasplante de 
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órganos, la trasmisión sexual, tatuajes y modificaciones corporales sin las prácticas 

de seguridad adecuadas, y la transmisión materno-fetal. Esta última depende del 

genotipo viral y carga viral de la madre infectada (Diago, 2004). El reconocimiento 

de las diversas vías de transmisión del HCV es de crucial importancia para la 

correcta implementación de mecanismos destinados a prevenir la propagación del 

virus (Gómez I, 2003; Preciado et al., 2014). 

1.5 Progresión de la enfermedad por HCV.  
La infección por HCV es infrecuentemente diagnosticada en la fase aguda. Las 

manifestaciones clínicas ocurren usualmente de 7 a 8 semanas después de la 

infección y hasta 2 a 26 semanas más tarde; no obstante, la mayoría de las 

personas permanecen asintomáticas, presentando solamente en algunos casos 

sintomatología mínima o leve cuyo principal signo clínico es la ictericia acompañada 

de dolor abdominal, fatiga, fiebre y náuseas. Se ha descrito la presencia de hepatitis 

fulminante en este periodo, pero es poco frecuente; en la mayoría de los casos (74 

a 86%, aproximadamente) la infección se torna crónica y solo es diagnosticada 

cuando se presenta un cuadro clínico de cirrosis cuyo desarrollo puede ser de hasta 

30 años (Franciscus, 2009). 

La enfermedad crónica resulta de una infección aguda en la que no se logra eliminar 

al virus. En la mayoría de los casos, la inflamación crónica del hígado conlleva a 

diversos grados de fibrosis hepática, la cual puede estar acompañada sólo de fatiga 

o bien a complicaciones posteriores más severas como la cirrosis, que se desarrolla 

en un 15 a 20% de estos pacientes, e incluso la muerte. El tiempo de cada una de 

las fases de la enfermedad es variable, pero se calcula que un tercio de los 

pacientes puede desarrollar cirrosis de 20 a 30 años después de haber adquirido la 

infección (Díaz de Leon, 2003). 

La evolución molecular de HCV, depende de diversos mecanismos de variación 

genética que se encuentran en el virus y las distintas presiones de selección, como 

las ejercidas por el sistema inmunológico dentro del hospedero, la vía de 

transmisión, zona endémica, tratamiento, edad, etc., que en conjunto, generan la 

gran diversidad de población viral, que pueden dar paso a formar diversas 

mutaciones distribuidas a lo largo de todo el genoma del HCV en respuesta a las 

presiones de selección ejercidas, dichas mutaciones han sido asociados en 

diversos estudios con la progresión de la enfermedad, ocasionando en la mayoría 

de los pacientes cuadros crónicos de fibrosis, cirrosis y hepatocarcinoma (Ripoli y 

Pazienza, 2011); sin embargo, los genotipos virales han sido asociados con la 

patogénesis de la infección, siendo el genotipo 1 el que mayormente se relaciona 

con la progresión de la enfermedad, aumento en el riesgo de fibrosis y carcinoma, 

resistencia a la insulina y mala respuesta al tratamiento; mientras que el genotipo 3 

se asocia con el aumento de la esteatosis y fibrosis; es por ello que la identificación 

y caracterización de los genotipos y subtipos virales es un primer biomarcador de 
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soporte para inferir la progresión de la infección por HCV y la capacidad de 

respuesta al tratamiento (Preciado et al., 2014). 

1.6 Epidemiología. 
En el plano mundial, la OMS considera que existen alrededor de 185 millones de 

individuos infectados con Hepatitis C y en México, de acuerdo con los datos de los 

bancos de sangre, se estima una prevalencia de 1.5%, es decir hasta 2 millones de 

personas infectadas (I.C. 95% 1.3 – 1.7) (Burguete y cols., 2011; Kershenobich y 

cols., 2011) ubicándolo en un nivel epidemiológico intermedio. Las edades de mayor 

incidencia en la República Mexicana oscilan de los 41 a 50 años siendo el género 

masculino el que presentan mayor porcentaje de infección asociado con 

transfusiones sanguíneas y el uso de drogas intravenosas (p<0.001) (I Burguete-

García,  J Conde-González y Jiménez-Méndez, 2011; Vera de León, 2005).(Ahmed 

y Felmlee, 2015). El genotipo 1 viral (subgenotipo 1A, 33%; subgenotipo 1B, 21.4%) 

es el más frecuente en México, este tipo de virus tiene mayor resistencia al 

tratamiento por lo que es de vital importancia realizar estudios epidemiológicos 

constantes con el fin de identificar las frecuencias de este genotipo viral en el país. 

Se ha reportado en investigaciones recientes que la principal forma de transmisión 

por HCV en la población mexicana es la transfusión sanguínea con un porcentaje 

de 56% seguido del uso de tatuajes con un 18%; y el 16% asociado con drogas 

intravenosas (Espinoza et al., 2015). En la figura 4 se muestra la distribución de los 

genotipos en diversas regiones geográficas en la República Mexicana (I Burguete-

García et al., 2011; Mendez,  Salas,  López,  Cisneros y Castañeda, 2010; Sanchez-

Avila,  Gonzalez,  Vazquez,  Suarez y Uribe, 2007). 

 

Figura  4.Distribución de los genotipos de HCV en la República Mexicana. 
Adaptado de  (Sanchez-Avila et al., 2007). 
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1.7 Tratamiento.  
Hasta el momento no existe una vacuna eficiente para prevenir la hepatitis C debido 

principalmente a la alta variabilidad genética del HCV (Bartenschlager et al., 2013). 

Aunque la respuesta inmunológica es decisiva en la eliminación de agentes 

infecciosos, la mayoría de los agentes patógenos cuentan con mecanismos de 

evasión que restringen la eficiencia inmunológica. Esto puede dar lugar a la muerte 

del sujeto infectado, pero con mayor frecuencia al establecimiento de infecciones 

crónicas. Es aquí donde la inmunomodulación puede contribuir a resolver el 

problema al administrar fármacos que puedan estimular, complementar o restituir 

los elementos inductores o efectores de la respuesta que están siendo abatidos por 

la infección (Douam,  Ding y Ploss, 2016). Los avances de la inmunología actual 

han provisto de conocimientos básicos que explican cada vez mejor los mecanismos 

y procesos inducidos por los patrones moleculares asociados a patógenos 

(PAMPs), en la respuesta innata, y los mediados por antígenos, en la respuesta 

adaptativa (Douam et al., 2016; Gokhale,  Vazquez y Horner, 2014). Así, ya es 

posible combinar agentes terapéuticos con actividad antiviral o antimicrobiana con 

elementos de la respuesta inmunológica con muy buenos resultados. 

En la actualidad, el tratamiento estándar en la República Mexicana para controlar la 

infección por HCV es la terapia combinada de Interferón Pegilado α (PEG-IFN) y 

Ribavirina (RBV). 

La eliminación del virus por este tratamiento se conoce como Respuesta virológica 

Sostenida (Sustained Virological Response, SVR) que se define como la ausencia 

de RNA viral detectable en suero 24 semanas después de concluir el tratamiento 

(Hernández y Martínez, 2013). La SVR está estrechamente asociada con un riesgo 

disminuido para el desarrollo de cáncer hepático. No obstante, los estudios clínicos 

y epidemiológicos han señalado que la efectividad real de este tratamiento depende 

del genotipo viral infectante, con resultados del 76-82% en sujetos afectados por los 

genotipos 2 y 3, en tanto que con el genotipo 1 (que desafortunadamente es el más 

común en México) disminuye al 42-46% (Bosques-Padilla et al., 2003; Jimenez-

Mendez y Castaneda-Hernandez, 2010). 

La RBV, como análogo sintético de la guanosina, tiene propiedades antivirales a 

nivel de RNA, mediante la inhibición de la síntesis de RNA y consecuentemente de 

la replicación viral (Angelico et al., 2008). La ribavirina se fosforila intracelularmente 

para formar monofosfato (RMP), difosfato (RDP) y trifosfato (RTP), la incorporación 

de RTP por la RNA polimerasa lleva a la terminación e inhibición de la replicación, 

por lo que es considerado como un inhibidor de las polimerasas virales, al mismo 

tiempo que se incorpora a los IRES del genoma viral, inhibiendo la producción de la 

progenie de HCV (Durante-Mangoni,  Iossa y Malgeri, 2011). 
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El PEG-IFN presenta la ventaja de tener una reducida excreción renal con respecto 

a la del IFN solo, lo cual incrementa su vida media en sangre (Angelico et al., 2008). 

Los interferones son proteínas naturales que estimulan el sistema inmunológico 

para combatir infecciones virales y tumores. Existen tres tipos de IFN producidos 

por el organismo en respuesta a una infección viral: los interferones tipo I que 

incluyen al IFN  y IFN ; el interferón tipo II incluye solo al IFN ; y el interferón tipo 

III incluye al IFN  con tres isoformas que implican a los genes IFN 1 (IL29), IFN 

2 (IL28A) e IFN 3 (IL-28B) , los interferones tipo III están relacionados con los 

miembros de la IL-10 y la IL-22 que se ha demostrado que confieren 

hepatoprotección, además de inducir una cascada de transducción de señales muy 

parecida a la que inducen los IFNs tipo I, por tanto tienen actividades biológicas 

similares, ya que ambos tipos de IFNs tienen la habilidad intrínseca de inducir una 

respuesta antiviral (A. Balagopal,  D. L. Thomas y C. L. Thio, 2010). 

Existen dos presentaciones comerciales de IFN, PEG-IFN 2a y PEG-IFN 2b,  

que se prescriben dependiendo del tipo de genotipo viral. Generalmente en 

individuos con los genotipos 1 y 4, la terapia se establece con PEG-IFN 2a y se 

les considera como grupo A. Por otro lado, aquellos pacientes con genotipo viral 2 

y 3, son tratados con PEG-IFN 2b y se establecen como grupo B (Graells, 2013). 

Desafortunadamente este tratamiento tiene varias contraindicaciones y numerosos 

efectos secundarios, el grupo A llega a presentar depresión severa, prurito, 

hipertiroidismo y dermatitis; mientras que el grupo B cursa generalmente con fatiga, 

mialgia, depresión severa, náusea, alopecia, irritabilidad, hipertiroidismo, falta de 

apetito y dermatitis; además que en ambos grupos se presentan de forma frecuente 

anormalidades en sangre como neutropenia, trombocitopenia y anemia 

(Bartenschlager et al., 2013). 

Por lo tanto, se requieren terapias antivirales más eficaces, idealmente 

independientes de PEG -IFN α y Ribavirina. En la actualidad, están disponibles 

diferentes fármacos, denominados agentes antivirales de acción directa (DAAs) 

capaces de inhibir específicamente la función de ciertas proteínas virales de HCV 

indispensables para la replicación,  entre ellos dos aprobados por la Federal Drug 

Administration (FDA) de los Estados Unidos de Norteamérica en 2011, el telaprevir 

y boceprevir, los cuales son inhibidores de la proteasa viral NS3/4a; así como el 

Sofosbuvir (SOF), inhibidor de la polimerasa viral, aprobado por FDA en 2013 en 

protocolo de terapia doble (en combinación con RBV para los genotipos 2 y 3) y 

terapia triple (SOF/PEG-IFN/RBV) para los genotipos 1 y 4; la incorporación de 

DAAs da lugar a tasas de SVR del 80% para los inhibidores de proteasa y mayor al 

80% en los inhibidores de polimerasa (Thompson y McHutchison, 2009). Sin 

embargo, debido a que se ha descrito que la monoterapia con DAAs da lugar a la 

selección de variantes virales resistentes a los fármacos (Sarrazin y Zeuzem, 2010), 
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el uso del PEG-IFN y la RBV sigue siendo necesario en la terapia. En 2014, FDA 

aprobó una terapia dual libre de IFN a base de SOF y Ledipasvir (inhibidor de NS5a), 

así como el Viekira Pak (ombitasvir, paritaprevir y ritonavir + dasabuvir) para el 

tratamiento de pacientes infectados con el genotipo 1 aún con daño hepático 

avanzado (cirrosis compensada). Estos tratamientos libres de IFN, dan lugar a SVR 

superiores al 90%, sin embargo, se ha descrito la presencia de variantes virales 

naturales resistentes a estos fármacos que pueden emerger como las poblaciones 

virales dominantes en los casos donde no se logra una respuesta al tratamiento 

(Ahmed y Felmlee, 2015; Di Maio et al., 2014; Fonseca-Coronado et al., 2012). 

FÁRMACOS APROBADOS POR LA FDA CONTRA HCV 
FÁRMACOS 
DAAS 

(Año Aprobado 

por la FDA) 

PROTEÍNA 
BLANCO 
DEL HCV 

COMPAÑÍA  

FARMACÉUTICA 

MUTACIONES ASOCIADAS A RESISTENCIA A LOS 
FÁRMACOS EN LA PROTEÍNA BLANCO DEL HCV  

TELAPREVIR 

(2011) 

NS3/4ª VERTEX  

Q80K, V36A/M, T54A/S, R155K/T, A156 S/T, 

D168H/T/K/V/YN. BOCEPREVIR 

(2011)  

NS3/4ª MERCK  

SIMEPREVIR 

(2013)  

NS3/4ª JANSSEN 

RITONAVIR 

(2014) 

NS3/4ª AddVie  

LEDIPASVIR 

(2014)  

NS5A GILEAD  

 

M28A/G/T, L28T, F28S, L28F, Q30H/G/R/E/K, L31M/V, 

P32L/S, H58D, P58D, Y93C/H/N/S, Y93H. 

OMBITASVIR 

(2014) 

NS5A AddVie 

PARITAPREVIR 

(2014) 

NS5A AddVie 

DACLATASVIR 

(2015)  

NS5A BMS 

SOFOSBUVIR 

(2013) 

NS5B GILEAD  

S282T, V321I, L159F, L314H, C316H/Y, S368T, 

Y448C/H, A553T, A553V, G554S, S556R. DASABUVIR 

(2014) 

NS5B AddVie 

Tabla 1. Descripción general de DAAs contra proteínas blanco del HCV aprobados por la FDA. 
  (Ahmed y Felmlee, 2015; Lam,  Jeffers,  Younoszai,  Fazel y Younossi, 2015; Pawlotsky, 2016). 

 
1.8 Tipos de Respuesta al tratamiento.  
La prueba diagnóstica de carga viral generalmente se realiza mediante el kit 

comercial COBAS ® AmpliPrep/COBAS ® Taqman ® HCV Test, v2.0 (ROCHE) que 

permite cuantificar el número de partículas de RNA, expresado en UI/mL (“Unidades 

Internacionales por mililitro de sangre”) que se describe en logaritmos base 10 (log). 

Esta técnica se fundamenta en identificar al virus por la técnica de PCR en tiempo 

real mediante sondas de hidrólisis con oligonucleótidos específicos para la región 
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5´UTR de HCV (Zitzer et al., 2013). La prueba se emplea antes, durante y al finalizar 

el tratamiento, y la efectividad de la terapia se observará mediante la reducción del 

99% de la carga viral o por el contrario el fracaso de la misma (Márquez,  Santoscoy 

y Montoya, 2008; Mellor,  Hawkins y Simmonds, 1999). La técnica posee un rango 

de detección para HCV de 15 IU/ml (1.18 log) a 100, 000, 000 IU/ml (8 log).  

Existen diversos tipos de respuesta al tratamiento en asociación con la carga viral, 

que se conoce con el nombre de terapia guiada por respuesta ("EASL Clinical 

Practice Guidelines: Management of hepatitis C virus infection,"), clínicamente los 

resultados de la cinética viral son utilizados para continuar, extender o detener el 

tratamiento (Schijman et al., 2004), por lo anterior el criterio para finalizar la terapia 

es la SVR (Respuesta virológica sostenida), que se determina cuando la carga viral 

permanece no detectable 24 semanas después de finalizar el tratamiento, la SVR 

ha demostrado controlar la progresión de la infección por HCV en el 99% de los 

casos (Zitzer et al., 2013). 

En esta clasificación se incluyen criterios como RVR, EVR y DVR, por lo que 

podemos decir que existe una RVR (Respuesta virológica rápida) cuando la carga 

viral no es detectable a las 4 semanas después de iniciar el tratamiento y hasta 

finalizar la terapia; se describe como EVR (Respuesta virológica temprana) cuando 

la carga viral disminuye a las 12 semanas de inicio de tratamiento y se mantiene por 

debajo de los valores detectables durante toda la terapia; en la DVR (Respuesta 

virológica tardía) los niveles de la carga viral disminuyen a la semana 12 de 

tratamiento, pero es hasta la semana 24 que son no detectables y permanecen 

hasta finalizar el tratamiento. Tanto la RVR, EVR, DVR generan una SVR que es 

clasificada como la respuesta exitosa al tratamiento (Figura 5) ("EASL Clinical 

Practice Guidelines: Management of hepatitis C virus infection,"). 

Sin embargo, la no respuesta al tratamiento se ha clasificado con los términos de 

parcial, nula y perdida de la respuesta (Figura 6); se dice que los pacientes tiene 

una respuesta parcial cuando existe una disminución de la carga viral mayor a 2 

log a la semana 12 pero permanece detectable durante el tratamiento, respuesta 

nula es la caída de la carga viral menor a 2 log a la semana 12 tratamiento y 

continua siendo detectable hasta finalizar la terapia; por último la perdida de la 
respuesta hace referencia a un descenso de la carga viral, el virus permanece 

indetectable durante el tratamiento y al finalizar se detecta nuevamente ("EASL 

Clinical Practice Guidelines: Management of hepatitis C virus infection,"). 
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Figura  5. Gráfica de la carga viral en pacientes respondedores en HCV. 

   

Figura  6. Gráfica de la carga viral en pacientes no respondedores en HCV. 

1.9 Factores que intervienen en la respuesta al tratamiento. 
Entre los otros factores que pueden influir en el tipo de respuesta al tratamiento 

pueden estar el genotipo del propio virus y las características genéticas 

relacionadas con el paciente.  

Entre los factores relacionados con el virus, la existencia de los 7 genotipos virales 

y de más de 150 subgenotipos que generan la gran variabilidad genética viral, 

representan una limitante para un tratamiento exitoso; así, el genotipo 1 es el que 

menos responde al tratamiento (Preciado et al., 2014); por otro lado, la presencia 

de cargas virales elevadas (mayor a 5.77 log) son un factor de predicción igualmente 

negativo (Hernández y Martínez, 2013). 
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1.9.1 Polimorfismos de nucleótido único. 
Hasta 2009, no se contaba con ningún indicador que pudiera predecir la respuesta 

al tratamiento antes de iniciar la terapia, situación que ha cambiado tras la 

identificación de la asociación de factores genéticos propios del paciente como son 

dos Polimorfismos de Nucleótido Único (SNPs) cercanos a la región promotora del 

gen del interferón lambda 3, también llamado IL-28B, han sido asociados con el 

éxito del tratamiento estándar la combinación de IFN y RBV (A. Balagopal et al., 

2010; Tanaka et al., 2009; Thomas et al., 2009). 

La asociación de los Polimorfismos de Nucleótido Único (SNPs) rs12979860 CC y 

rs8099917 TT cercanos a la región promotora del gen de IL28B junto con la SVR, 

constituyó una herramienta crucial como marcador molecular para predecir la 

respuesta al tratamiento dual (PEG-IFN-RBV) antes de iniciar la terapia; pero posee 

limitada predicción en los nuevos protocolos aprobados por la FDA con la 

incorporación de DAAs (Torres B.,  Venegas Santos y Brahm, 2011) y representa 

un antecedente muy importante que pone de manifiesto la necesidad de estudiar 

más ampliamente la estrecha relación entre el sistema inmune del hospedero, la 

capacidad de respuesta a los tratamientos y la generación de variantes virales 

resistentes a los mismos. 

En este escenario, la identificación de SNPs presentes en moléculas de la respuesta 

inmune innata y la caracterización de las variantes virales del HCV asociadas a la 

resistencia a la terapia, puede contribuir de manera importante en la identificación 

de nuevos marcadores moleculares de respuesta al tratamiento y en el 

establecimiento de las interacciones entre las poblaciones virales y las moléculas 

del sistema inmune que determinan su eliminación o su permanencia en el 

hospedero. 

Un polimorfismo de nucleótido único (SNP, Single Nucleotide Polymorphisms) se 

define como la variación que se presenta en una secuencia del DNA y que afecta 

sólo a una base nitrogenada (Figura 7). Para que estas variaciones sean 

consideradas como SNP, deben presentarse en un porcentaje mayor al 1 % de la 

población, de lo contrario, se considerara una mutación; es decir que un SNP posee 

una incidencia significativa en la población, por lo que tiene el potencial para 

funcionar como marcador biológico (Ramírez,  Vargas,  Tovilla y Fragoso, 2013). 

 

Figura  7. Esquema que representa un SNP. 
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Según su localización en el genoma, los SNPs se clasifican en: iSNP, si están 

localizados en regiones intrónicas; rSNP, si se presentan en regiones reguladoras; 

srSNP si afectan a la estructura y función de los RNAm (Ramírez et al., 2013); cSNP, 

aquellos presentes en regiones codificantes (exones); y en gSNP, localizados en 

regiones intergenómicas. Cada uno de ellos puede afectar, en último término, a la 

cantidad y actividad de las proteínas codificadas en los respectivos genes. Los 

cSNP pueden estar representados por SNPs sinónimos (sSNP) o no sinónimos 

(nsSNP) (Checa, 2007). 

La identificación del genotipo viral, de los SNPs de IL-28, y de la dinámica de 

evolución intrahospedero de las especies virales, tanto en la terapia dual, como en 

pacientes con terapia triple, está generando nuevo conocimiento en la identificación 

de los mecanismos moleculares de la interacción virus-hospedero para su 

aplicación en la toma de decisiones médicas que contribuyan a mejorar la calidad 

de vida de los pacientes. 

En este escenario, la identificación de SNPs presentes en moléculas de la respuesta 

inmune innata, puede contribuir de manera importante en la identificación de nuevos 

marcadores moleculares de respuesta al tratamiento y en el establecimiento de las 

interacciones entre las poblaciones virales y las moléculas del sistema inmune que 

determinan su eliminación o su permanencia en el hospedero. 

En la respuesta inmune innata ante HCV participan diferentes vías de señalización, 

se ha descrito que diversas moléculas como Mitochondrial Antiviral Signaling protein 

(MAVS), Nucleotide-binding oligomerization domain containing 1 (NOD1) y Toll-like 

receptor adaptor molecule 1 (TICAM1), que intervienen e interaccionan en el 

reconocimiento de los componentes virales (Heim, 2013; Saeed,  Mazoor,  Jalal y 

Zahid Piracha, 2015; Zuniga,  Macal,  Lewis y Harker, 2015); la presencia de 

múltiples SNPs no sinónimos en estas moléculas, puede dar lugar a cambios de 

aminoácidos y llevar a la disminución o perdida de la función de la proteína, lo que 

a su vez tendría repercusiones en la activación de los factores reguladores del 

interferón y en su inducción, con ello afectando la respuesta inmunológica contra 

HCV (Hise et al., 2015; Imran et al., 2012; K. Li et al., 2005). En este sentido se han 

descrito diversas asociaciones de polimorfismos presentes en moléculas de la 

inmunidad innata que tienen implicaciones importantes en la progresión a la 

infección por HCV, por ejemplo, el SNP R753Q que se encuentra en el TLR2 puede 

intervenir en el reconocimiento de la proteína core y NS3 de HCV y con ello mediar 

la insuficiencia hepática después de trasplante de hígado en el paciente (Brown et 

al., 2010); a su vez el gen KIR2DS3 de las células NK se asocia con el aumento de 

riesgo en la progresión crónica (OR 1.90, IC 1.25 – 2.90, P < 0.002), que en conjunto 

con el SNP rs12979860 genotipo TT (asociado a riesgo a la no respuesta al 

tratamiento de IFN y RBV (Tanaka et al., 2009; Thomas et al., 2009)) ubicado en el 
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gen de IL28B incrementa el riesgo crónico a la infección (OR 7.38, 95% IC 4.93- 

11.07, P<0.002) (Dring et al., 2011). 

1.9.2 Técnicas de identificación de SNPs. 
Los métodos actuales para la determinación de SNP incluyen PCR en diversas 

modalidades y secuenciación de DNA. Los métodos genotípicos se han convertido 

en elementos esenciales en los análisis epidemiológicos, siendo poderosas 

herramientas que complementan las estrategias utilizadas para combatir la 

dispersión de las enfermedades infecciosas y una herramienta muy eficaz en el 

tratamiento (Vilchez y Alonso, 2009). 

1.9.3 Secuenciación. 
La secuenciación del DNA consiste en determinar el orden de las bases A, C, G y T 

en un fragmento de DNA. La secuenciación más utilizada hasta la fecha se realiza 

por el método descrito por Sanger en 1997 (Sanger,  Nicklen y Coulson, 1977), 

permite obtener la secuencia de un fragmento determinado de DNA, un gen o parte 

de éste. Sin embargo, la alta demanda de secuenciación ha llevado al desarrollo de 

tecnologías de secuenciación masiva denominada como secuenciación de siguiente 

generación (Next Generation Sequencing, NGS) la cual tiene la capacidad de 

secuenciar en corto tiempo y a menor costo, genomas completos del hospedero y 

del microbioma presente en el organismo de un individuo. De esta manera se logra 

determinar el genomas tumorales o la existencia de polimorfismos, detectar 

genomas virales, como los del virus de la inmunodeficiencia humana y hepatitis 

(Jiménez,  Gobernado y Sanchez, 2012). 

El método enzimático de Sanger, utiliza una DNA polimerasa y terminadores que 

finalizan la cadena de DNA que está siendo sintetizada en lugares específicos, 

particularmente utiliza dideoxinucleótidos (es decir nucleótidos que en su carbono 

3´ no contiene el grupo hidroxilo). La incorporación de una base con esas 

características en una molécula naciente de DNA impide que una nueva base pueda 

incorporarse y la síntesis de DNA es interrumpida. Debido a que el ddT no contiene 

grupo 3´hidroxilo, la cadena no puede continuar extendiéndose, entonces la 

terminación ocurre específicamente en las posiciones donde dT debería haberse 

incorporado. Si un cebador y un molde son incubados con DNA polimerasa en 

presencia de una mezcla de ddTTP y dTTP, así como los otros tres 

deoxirribonucleosidos trifosfato (uno de ellos marcados radiactivamente o 

fluorocromos), se obtiene una mezcla de fragmentos todos con el mismo extermo 

5´ y con residuos ddT en el extremo 3´. Si esta mezcla es fraccionada por 

electroforesis desnaturalizante en geles de acrilamida el patrón de bandas muestras 

la distribución de los residuos Timina en el DNA sintetizado. Utilizando terminadores 

con sus respectivos marcadores fluorescentes para cada uno de los nucleótidos, se 

determinar la secuencia de bases (Ayllón,  Cambra,  Llave y Moriones, 2016; 
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Jiménez et al., 2012; Smith et al., 1986) La aparición de los secuenciadores 

automáticos permitió la instalación de centros de secuenciación, cuyo método 

general de trabajo (Figura 8) se realiza a partir de DNA molde, oligonucleótidos 

específicos para la región que se desea secuenciar más dideoxinucleótidos 

marcados con fluorocromos específicos para cada nucleótido en reacciones 

independientes por fluorocromo R6G (N’, N’ – DIETIL- 2’ 7’ – dimetil- 6 

carboxirrodamina), R110 (6-carboxirrodamina), Tamra (N, N, N’, N’ – tetrametil- 6 

carboxirrodamina), Rox (6- carboxi- X rodamina)); posterior a la desnaturalización 

de los fragmentos generados, los productos son detectados por electroforesis en un 

sistema computacional, cuyo resultado final es la obtención de electroferogramas 

almacenados en formatos con extensión .AB1, que son archivos de datos asociados 

con ABIF Applied Biosystems Inc. Format de la marca Applied Biosystems (Greif, 

2006; Metzker, 2010). 

 

Figura 8. Diagrama general de trabajo en la técnica de secuenciación automatizada de Sanger. 

1.9.4 Estrategias para el análisis bioinformático en la identificación de SNPs 
por secuenciación de Sanger. 

Un electroferograma es el gráfico que almacena el secuenciador después de 

analizar la electroforesis, el electroferograma permite expresar el orden de las bases 

a partir de curvas de fluorescencia, una por cada base, y se puede visualizar en 

programas como sequence scanner (Lamerdin y Carrano, 1993), BioEdit (Hall, 

1999) y el paquete Standen (Staden,  Judge y Bonfield, 2003) que se obtienen de 

manera gratuita en internet. Es importante revisar la calidad de los 
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electroferogramas antes de continuar con los análisis de la muestra ya que es un 

parámetro que permite estimar la probabilidad de que cada uno de los nucleótidos 

secuenciados sean erróneos y genera confiabilidad de los resultados obtenido(Rozo 

Murillo,  Meneses Escobar y Franco Soto, 2011). 

1.9.5 Paquete Bioinformático STADEN.  
El paquete bioinformático Staden®, actualmente es de dominio público y 

proporciona una serie de herramientas para ensamblar, analizar y editar secuencias 

generadas por los secuenciadores automatizados. Para poder realizar el ensamble 

de secuencias, básicamente se puede utilizar dos programas Pregap y Gap, 

incluidos dentro del paquete (James K. Bonfield y Whitwham, 2010; Staden et al., 

2003). 

Pregap se utiliza para procesar los formatos nativos del secuenciador y sirve entre 

otras opciones para poder analizar la calidad de las secuencias a trabajar y arroja 

archivos de salida con formato SCF/ZTR, que permite continuar con el ensamble de 

secuencias. La versión original de Gap fue descrita en el año 1995 (J. K. Bonfield,  

Smith y Staden, 1995) es una interfaz que se utiliza fácilmente, el programa  Gap 

(Genome Assembly Program) realiza un ensamble por secuencia en contigs largos 

(secuencias consenso que representa un conjunto de secuencias), la ventana 

principal del programa contiene el sector del contig, que se representa en una línea 

horizontal; sobre el contig se mostrará en conjunto la longitud del fragmento y el 

número de secuencias ensambladas; además de crear una base de datos que 

permite editar la secuencia seleccionando el contig. Una vez terminada la edición 

de la secuencia el programa exporta secuencias consenso de cada uno de los 

contigs largos generados y crear archivos en formato de texto extensión .FASTA 

(Andrews, 2008).  

El diagrama general (Figura 9) del paquete Staden comienza incorporando los 

electroferogramas que arroja el secuenciador automatizado al programa PreGap 

que realiza un llamado de bases y filtra las secuencias en base a la calidad; 

posteriormente se realiza el ensamble de secuencias con el programa Gap4 que 

genera un alineamiento con secuencias consenso (contig), que permite editar 

secuencias y exportar archivos. 
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Figura  9. Diagrama general de trabajo del paquete Staden, 
Modificado de (Andrews, 2008). 

1.9.6 Secuenciación Masiva en paralelo para identificar variantes virales 
intrahospedero de HCV. 
La gran diversidad genética que presenta HCV; ha llevado a ocupar diversas 

tecnologías que permiten identificar a gran escala y profundidad variantes virales 

propias del hospedero, en este sentido la secuenciación masiva en paralelo permite 

reportar mutaciones puntuales a lo largo de toda la región del genoma que codifica 

para HCV (Park et al., 2014; Wang,  Sherrill-Mix,  Chang,  Quince y Bushman, 2010). 

Recientemente, la llamada secuenciación de segunda generación o NGS ha 

superado las limitaciones causadas por la secuenciación basada en el método de 

Sanger (Ayllón et al., 2016). La primera plataforma de secuenciación de nueva 

generación comercializada fue FLX Genome Sequencer de la empresa 454 Life 

Sciences en el año 2005, ahora propiedad del grupo F. Hoffmann - La Roche 

(Suiza).  En 2007 Illumina Inc. (San Diego, California, USA) inició la venta del 

Genome Analyzer I (Bentley, 2006; Illumina, 2016) y Applied Biosystems (ABI) lo 

hizo con la plataforma SOLiD (AppliedBiosystems, 2008; Y.-F. Huang,  Chen,  

Chiang,  Chen y Chiu, 2012). Estas plataformas reducen de forma excepcional el 

tiempo y el costo económico, además que permiten revelar la secuencia de todo el 

material genético que contiene una muestra y facilita los estudios a gran escala de 

poblaciones y estudios epidemiológicos (Jiménez et al., 2012; Metzker, 2010). 

La plataforma 454 (Roche) se basa en el uso de adaptadores específicos que se 

unen a los fragmentos de DNA que se van a secuenciar y se capturan en 

microesferas. Estas microesferas se introducen en una emulsión que contiene los 

reactivos necesarios para la PCR, se sumergen en aceite, generando un 

microambiente individual para cada una de ellas, posteriormente se lleva a cabo la 

amplificación en un termociclador; las microesferas con los productos amplificados 

se sitúan en una superficie de secuenciación (Metzker, 2005). 
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La tecnología 454 emplea una placa “picotiter” como soporte sólido y cada 

microesfera se coloca en un pocillo. Para iniciar la reacción de secuenciación, se 

añaden otras microesferas de látex que contienen las enzimas sulfurilasa y 

luciferasa. En concreto esta técnica comienza con la obtención de una librería de 

pequeños fragmentos de DNA. En un primer paso se fragmenta el DNA a secuenciar 

mediante un proceso físico conocido como nebulización, donde el DNA se rompe 

en fragmentos de 200 a 800 pares de bases aproximadamente (Greif, 2006; 

Metzker, 2010). 

La reacción de secuenciación para este caso, se realizan ciclos donde se ofrece en 

cada pocillo una base a la vez, secuencialmente. Durante la incorporación de una 

base en una molécula de DNA se libera pirofosfato, el pirofosfato liberado se 

convierte en luz mediante dos procesos enzimáticos (enzimas Sulfurilasa y 

Luciferasa). La luz emitida en cada pocillo, donde se incorporó la base ofrecida, es 

monitoreada por la detección luminométrica de la liberación del pirofosfato durante 

la reacción de síntesis. Una cámara colecta los datos de cada base, en cada ciclo y 

en cada posición (Greif, 2006), tal como se visualiza en la figura 10, el flujo de 

trabajo que comienza con la amplicación de librerías del fragmento de DNA a 

secuenciar, continua con la generación de la librería e incorporación de adaptadores 

que permite realizar la amplificación clonar por PCR en emulsión, después cada 

microesfera contiene una copia de la librería que se coloca en una placa “picotitler” 

en el soporte sólido se realiza la corrida de secuenciación, para finalizar la reacción 

de secuenciación en el equipo genera los formatos nativos SFF que contienen la 

información nucleotídica secuenciada. 

Ventajas:  

 Muy rápido (hasta 700Mbps por ejecución) 

 Más barato que Sanger 

 Precisión bastante alta.  

Desventajas: 

 No puede generar secuencias muy largas (<1Kbs) 

 Problemas para medir homopolímeros (secuencias de varios nucleótidos 

iguales). 
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Figura 10. Diagrama general de trabajo de la plataforma 454 de ROCHE. 

Por último, en la actualidad, se han desarrollado nuevas plataformas que 

constituyen la llamada tercera generación, se fundamenta en la amplificación de 

una molécula única de DNA, sin una amplificación clonal de las librerías 

previamente generadas; empresas como Pacific Biosciences (Carneiro et al., 2012) 

y Oxford Nanopore (Hargreaves y Mulley, 2015) ofrecen novedosas soluciones y 

rigen las nuevas plataformas. 

1.9.7 Herramientas bioinformáticas para el análisis de datos por 
secuenciación masiva en paralelo.  
La gran magnitud de los datos obtenidos con las plataformas NGS requiere el 

empleo de programas informáticos para evaluar los resultados y, como en muchas 

ocasiones, los avances tecnológicos han contribuido en el análisis para una 

apropiada interpretación de los resultados biológicos (Rozo Murillo et al., 2011); 

actualmente existe una amplia gama de algoritmos bioinformáticos y en general los 

softwares que rigen el análisis bioinformático pueden ser categorizados dentro de 3 

etapas: primario, secundario y terciario (De Necoche y Canul, 2004).   

El análisis bioinformático primario se define como los pasos específicos necesarios 

para que los secuenciadores generen los pares de bases y los puntajes de calidad 

expresados en archivos FASTQ (De Necoche y Canul, 2004); en tanto, el análisis 

secundario hace referencia al ensamble de las lecturas, incluyendo pasos previos 

de limpieza como el filtrado de calidad, el ensamble de secuencias que a su vez 

contiene dos tipos de análisis; la primera con referencia o mapping, en donde la 

secuencia del genoma tiene en cuenta la referencia del gen de interés; mientras la 

segunda se encarga de ensamblar lecturas sin disponer de un genoma de 
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referencia, lo que se denomina secuenciación de novo. La eficiencia de los 

algoritmos dependerá de la longitud de la lectura y la profundidad o cobertura de 

secuencia (Rozo Murillo et al., 2011). 

Entre los programas más empleados para secuenciación de novo destacan:  

 AbySS (Simpson et al., 2009). 

 MIRA3 (Wilson et al., 2013). 

 Velvet (D. R. Zerbino, 2010; Daniel R. Zerbino y Birney, 2008) 

En el caso de programas para el análisis con disponibilidad de una secuencia de 

referencia destacan 

 Bowtie (Langmead,  Trapnell,  Pop y Salzberg, 2009). 

 BWA (H. Li y Durbin, 2009, 2010). 

 MOSAIK (Lee et al., 2014). 

No existe una herramienta bioinformática para cada tipo de análisis, por lo tanto, se 

deben conocer los puntos débiles y fuertes de cada uno de los programas, puesto 

que cada uno ha sido diseñado con un propósito específico. Cada plataforma ha 

desarrollado sus propias herramientas de análisis, por ejemplo, ROCHE ofrece a su 

vez el programa “GS De Novo Assembler, Reference mapper and Variant Analyzer” 

(Greif, 2006; Jiménez et al., 2012; Metzker, 2010). 

Por último, el análisis terciario se encarga de darle sentido biológico a los datos 

obtenidos, como la agregación de datos, la anotación, análisis de estructura de los 

datos entre otros. Es la fase encargada de interpretar la información y obtener 

conclusiones (De Necoche y Canul, 2004).  

1.9.2.1.1 Plataforma Galaxy. 
Galaxy es una plataforma web (Giardine et al., 2005) que permite ejecutar 

herramientas bioinformáticas con la posibilidad de construir flujos de trabajo; 

combina la utilidad de las bases de datos de anotación de genomas existentes en 

un entorno amigable para buscar recursos externos (Afgan et al., 2016). 

Las principales características de Galaxy son la accesibilidad, la reproducibilidad y 

la transparencia; con lo anterior permite a los usuarios acceder a los recursos de 

forma amigable sin la necesidad de ejecutar programación (accesibilidad), tiene la 

capacidad de almacenar la información sobre cada paso en el análisis 

computacional permitiendo repetir el experimento (reproducibilidad), finalmente 

Galaxy ofrece la opción de compartir públicamente o con particulares los objetos 

generados (transparencia) (Giardine et al., 2005); lo anterior hace que la plataforma 

sea una herramienta útil para el desarrollo de investigaciones en el área biológica.  
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2. Objetivos.  
2.1 Objetivo General. 
Caracterizar polimorfismos de nucleótido único en moléculas de la inmunidad innata 
implicados en la generación de cambios sinónimos y no sinónimos y establecer si 
tienen asociación con el tipo de respuesta al tratamiento y con la diversidad genética 
viral, en pacientes con Hepatitis C sometidos a terapia triple. 

2.2 Objetivos Particulares. 

 Determinar el genotipo de diversos SNP presentes en dos moléculas de la 

inmunidad innata (TICAM y NOD1) que representen cambios sinónimos y no 

sinónimos en pacientes con hepatitis C sometidos a terapia triple (Interferon 

pegilado, Ribavirina y Boceprevir) mediante secuenciación de Sanger.  

 Establecer una relación entre los polimorfismos presentes en las moléculas 

de la inmunidad innata TICAM y NOD1 con la respuesta al tratamiento en 

pacientes infectados con Hepatitis C sometidos a terapia triple.  

 Realizar la secuenciación de la región HVR1 en diferentes muestras de los 

pacientes infectados con hepatitis C sometidos a terapia triple mediante 

secuenciación masiva paralela en la plataforma 454 de Roche. 

3. Justificación. 
En la República Mexicana, el tratamiento estándar para controlar la infección por 

HCV es la terapia dual combinada de Interferon Pegilado (PEG-IFN) y Ribavirina 

(RBV), que tiene un costo aproximado de $ 280,000.00 (MXN) por paciente 

(Younossi et al., 2016) y se aplica a todos los pacientes sin contraindicación que 

son atendidos en el sector público del sistema nacional de salud en México; sin 

embargo, dicha terapia combinada posee un porcentaje de respuesta en los 

pacientes de solo 45% de SVR; es decir, la mayoría de los pacientes no responde 

al tratamiento. En la actualidad, los agentes antivirales directos dan una tasa mayor 

a 80% de SVR, pero tienen un costo elevado (la terapia de PEG-IFN, RBV y BOC 

reporta un costo de $1, 273, 800. 00 (MXN) por paciente; mientras el tratamiento 

combinado de PEG-IFN, RBV y SOF $1, 805, 840. 00 (MXN) por paciente (Younossi 

et al., 2016). 

La identificación del genotipo viral, de los SNPs de IL-28, y de la dinámica de 

evolución intrahospedero de las especies virales, tanto en la terapia dual, como en 

pacientes con terapia triple, genera nuevo conocimiento en la identificación de los 

mecanismos moleculares de la interacción virus hospedero para su aplicación en la 

toma de decisiones médicas que contribuyan a mejorar la calidad de vida de los 

pacientes. Sin embargo, las nuevas terapias libres de interferón, requieren la 

identificación de nuevos marcadores moleculares de respuesta al tratamiento. En 

este escenario, la identificación de SNPs presentes en moléculas de la respuesta 

inmune innata, puede contribuir de manera importante en la identificación de nuevos 

marcadores moleculares de respuesta al tratamiento y en el establecimiento de las 
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interacciones entre las poblaciones virales y las moléculas del sistema inmune que 

determinan su eliminación o su permanencia en el hospedero. 

La identificación de variaciones en la secuencia de moléculas de la inmunidad innata 

que participan en la respuesta ante la infección por HCV no han sido descritas en la 

actualidad; los SNPs presentes en la secuencia codificante de estas moléculas, 

pueden alterar la función de las proteínas y, por lo tanto, modificar la respuesta 

inmunológica, generando una mayor  capacidad para controlar la replicación viral o 

una menor capacidad de respuesta que permita la generación de variantes virales 

con el consecuente impacto sobre el tipo de respuesta al tratamiento. 

4. Metodología.  
La estrategia general de este trabajo consistió en realizar dos metodologías de 

secuenciación, la primera enfocada en caracterizar polimorfismos presentes en las 

moléculas TICAM1 y NOD1 en 6 pacientes con HCV sometidos a terapia triple (PEG 

IFN, RBV y BOC) por la técnica de Sanger (ID1, ID2, ID3, ID4, ID5 y ID7); el segundo 

método de secuenciación se llevó a cabo por NGS en la plataforma 454 de ROCHE 

para caracterizar la región HVR1 de 4 de los pacientes, dos respondedores (ID3 y 

ID7) y dos no respondedores al tratamiento (ID1, ID2) (Figura 11). 

 

Figura 11.Estrategia general experimental de trabajo. Se observa la población de estudio 6 pacientes 
infectados con HCV sometidos a terapia triple. 
Las metodologías realizadas: secuenciación de sanger (cuadro rojo) y secuenciación masiva en paralelo 
(cuadro verde). 
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4.1 Diseño de oligonucleótidos específicos para la identificación de las 
moléculas TICAM1 y NOD1.  
Para lograr secuenciar y amplificar las regiones codificantes de las moléculas 

TICAM1 y NOD1 se realizó el diseño específico de oligonucleótidos en el programa 

PRIMER SELECT contenido en el paquete DNASTAR Lasergene. Se localizaron 

todos los SNPs que corresponden a cambios sinónimos y no sinónimos reportados 

en la base de datos del National Center for Biotechnology Information (NCBI), 

posteriormente se descargó la secuencia FASTA de referencia de la molécula 

TICAM1 del NCBI con número de acceso NM_182919.3 (Figura 12) y la 

NM_006092.2 (Figura 13) para la molécula de NOD1, que se visualizaron en el 

programa MEGA6.  

Se diseñaron los oligonucleótidos cuyas principales características fueron una Tm 

de 60°C, una longitud de 20 – 25 bases nucleotídicas, para generar productos de 

500 pares de bases y sobrelapados 100 pares de bases para evitar incidir sobre 

algún cambio de base. Los oligonucleótidos diseñados se observan en la tabla 2 

para la molécula TICAM1 (6 pares de oligonucleótidos) y tabla 3 para NOD1 (3 pares 

de oligonucleótidos).  

 

 

Figura  12. Estrategia del diseño de oligonucleótidos para la molécula TICAM1. 

 

 



 

35 
 

INICIADORES DISEÑADOS PARA AMPLIFICAR LA REGION QUE CODIFICA LA 
MOLÉCULA TICAM1. 

TICAM-F1 

CCTGCAGAACCTGGAACAGTGAATG 

TICAM-R1 

GCTTCTCCTCAGCCAGCAGGTG 

TICAM-F2 

CTAGAGGCATTGAAGGCCGATGC 

TICAM-R2 

CAGGCTGAGGAAGGGCATGGTAG 

TICAM-F3 

CATTGACGGTGTTTCGGACTGGA 

TICAM-R3 

AGAAAGTTGGAGTGGCGTCTGGTC 

TICAM-F4 

CACCAACTACCCAGTGGAGTGCAC 

TICAM-R4 

GCGACAGTCGAAGTTGGAGGTGAG 

TICAM – F5 

CACCTTCTGCGAGGATTTCCAGG 

TICAM – R5 

GGAGCTGCTCCATCTGTGCCTG 

TICAM – F6 

CAGATCTTCGCCAGGAAGGTGG 

TICAM – R6 

GTACCATCTGTGCGTGGTGGATAATG 

Tabla 2. Secuencias de Oligonucleótidos utilizados para amplificar las regiones que codifican la 
molécula de la inmunidad innata TICAM1 (5´- 3´). 

 

Figura 13. Estrategia del diseño de oligonucleótidos para la molécula NOD1. 
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INICIADORES DISEÑADOS PARA AMPLIFICAR LA REGION QUE CODIFICA LA 
MOLÉCULA NOD1. 

NOD-F3 

GTGAGACCATCTTCATCCTGGGTGAT  

NOD-R3 

AGCACCTTCTTCCGCAGGAACTG 

NOD-F4 

TGCTCAGTGGGAAGCTGCTCAAG 

NOD-R4 

CATCCTGTTCAGATGGACCTCAGTGAC 

NOD-F5 

CTTCTGCTGGATCATCTTCCGGTG 

NOD-R5 

GATAGCAGGACGTGGTCGCTGC 

Tabla 3.Secuencia de Oligonucleótidos utilizados para amplificar las regiones que codifican la 
molécula de la inmunidad innata NOD1 (5´- 3´). 

4.2 Población de Estudio. 
Se seleccionaron 6 pacientes (ID1, ID2, ID3, ID4, ID5, ID7) mexicanos con 

diagnóstico de infección de HCV confirmado por la presencia de anticuerpos anti- 

HCV y carga viral que fueron sometidos a terapia triple con PEG-INF, RBV y BOC 

bajo los protocolos del Departamento de Gastroenterología del Instituto Nacional de 

Ciencias Médicas y Nutrición Salvador Zubirán. Los criterios de inclusión fueron que 

el paciente aceptará participar en el estudio, que no tuviera otras enfermedades 

infecciosas o inmunodeficiencias y que contará con la siguiente información: tiempo 

de infección, historial clínico, monitoreo de carga viral, fecha de inicio del tratamiento 

antiviral, genotipo viral infectante. 

4.3 Extracción de DNA y Genotipificación de SNPs en las regiones que 
codifican para las moléculas TICAM1 y NOD1. 
El DNA de muestras de sangre total fue aislado mediante el empleo del estuche 

comercial QIAamp® DNA Blood Mini Kit (250) (Qiagen). El DNA purificado fue 

utilizado como molde para la amplificación de la región que codifica para las 

moléculas de la inmunidad innata TICAM1y NOD1. La amplificación se llevó a cabo 

en un termociclador de tiempo real PCR thermocycler Stratagene Mx 3000P-02 por 

el método de agente intercalante (SYBR Green), los oligonucleótidos utilizados 

fueron diseñados como se muestra en la tabla 2.  

La reacción de PCR se realizó bajo las siguientes condiciones: 5 min por 95°C, 

seguido por 40 ciclos de desnaturalización a 95°C por 10 s, alineación 60 °C por 10 

s y extensión 72°C por 10 s, para incorporar una curva de disociación a 95°C por 

1s, 60° C por 1 s y 95°C por 10 s.  

Con el producto de PCR se corrió un gel en el sistema E-Gels size select ® para 

verificar el tamaño del producto y purificar el amplicon generado en cada caso. 
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Posteriormente se realizó la secuenciación por la plataforma de Sanger con el 

equipo comercial utilizado por el Instituto de Biotecnología (IBT, UNAM) 

incorporando primer forward y reverse por separado. 

4.4 Análisis Bioinformático de la secuenciación de SNPs y predicción in 

silico.  
Los formatos con extensión .AB1 que contienen los electroferogramas fueron 

analizados e incorporados en conjunto en una base de datos por el paquete Staden 

Package en el programa GAP4 para identificar, seleccionar y clasificar la lectura de 

secuenciación en expresión de bases nucleotídicas. Los formatos fasta generados 

en el paquete sirvieron como formatos de entrada para predecir la estructura in silico 

de la proteína en la aplicación Swiss-Prot (Biasini et al., 2014) y visualizados en 

Jmol (PyMOL, 2012). 

4.5 Análisis Estadístico de la Secuenciación de SNPs. 
Con los SNPs presentes en las moléculas TICAM1 y NOD1 se realizó una prueba 

de correlación Tau B de Kendall (criterio no paramétrico basado en intervalos 

jerarquizados), que permitió asignar un valor a los SNPs y visualizar la relación que 

existe entre la severidad de la infección por HCV, el genotipo de IL28B en los 

pacientes y la respuesta al tratamiento, generando una matriz que se ejecutó y 

graficó en el lenguaje de programación RStudio (RStudio, 2005) con los paquetes 

reshape2 y ggplot2.  

4.4  Extracción de RNA Viral y Secuenciación de la Región HVR1 por NGS  
La identificación de variantes virales (cuasiespecies) se llevó a cabo mediante un 

protocolo de secuenciación de segunda generación previamente desarrollado por el 

grupo de investigación de Fonseca-Coronado (Cruz-Rivera et al., 2013; Fonseca-

Coronado et al., 2012). El RNA fue aislado a partir de suero de los pacientes (de los 

pacientes ID1, ID2, ID3 e ID7 se tomó una muestra basal; mientras que de los 

pacientes ID2 e ID3 las muestras seleccionadas fueron antes, durante y al finalizar 

el tratamiento) mediante el empleo del estuche comercial QIAamp® Viral RNA Mini 

HandBook (Qiagen). Con el material resultante se llevó a cabo la retrotranscripción 

con oligonucleótidos específicos para la secuencia que codifica la región HVR1 por 

el método de síntesis OneStep® RT-PCR kit (Qiagen); la reacción de transcripción 

reversa se llevó a cabo por 30 min a 50°C seguido por 15 min a 95°C, incorporando 

40 ciclos de desnaturalización a 95°C por 5 s, alineación 50 °C por 5 s y extensión 

72°C por 10 s y un ciclo de enfriamiento de 72°C por 1 min y 4°C por 10 min. La 

reacción de amplicon deep sequencing se realizó en un equipo 454 Genome 

Sequencer FLX de Roche para lo cual cada muestra fue amplificada 

independientemente con primers de fusión, incluyendo los primers adaptadores A y 

B del equipo 454 y un set de primers internos, acoplados a uno de los identificadores 

múltiples (MID), que son secuencias identificadoras únicas de diez nucleótidos que 

permiten marcar los amplicones asociados con cada una de las muestras para la 
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secuenciación múltiple. Los fragmentos generados de muestras individuales se 

amplificaron por separado y purificaron con AMPure beads (Agencourt), se 

cuantificaron por fluorometría (Invitrogen; Quant-iT Picogreen dsDNA) y se 

mezclaron a concentraciones equimolares. La amplificación clonal en perlas 

mediante PCR en emulsión (emPCR) se realizó utilizando los adaptadores del 

sistema 454 A y B que permitieron secuenciar ambas cadenas de DNA. La 

pirosecuenciación se llevó a cabo usando una placa PicoTiterPlate de 16 sectores. 

Los archivos conteniendo los fluorogramas (SFF) fueron procesados utilizando el 

programa GS Amplicon Variant Analyzer (Roche), se extrajeron los datos de 

secuencia de nucleótidos asociados con cada amplicon marcado con un MID 

diferente para subsecuentemente identificar las secuencias pertenecientes a cada 

muestra; la emPCR y la corrida de secuenciación fueron realizados por el 

Laboratorio de Servicios Genómicos Langebio, CINVESTAV, unidad Irapuato que 

entrego los formatos SFF para su posterior análisis.  

 

4.6 Análisis Bioinformático de la región HVR1.  
Para el análisis de los formatos nativos que arroja el secuenciador se utilizó el 

programa NextGen WorkBench (Workbench, 2015) un editor que convierte los 

formatos SFF a FastQ, por muestra analizada para limpiar y filtrar las secuencias 

en calidad, longitud y  recortar los adaptadores se utilizaron los programas Basic 

GS Jr Processing HVR1 v1.0 (McElroy,  Zagordi,  Bull,  Luciani y Beerenwinkel, 

2013) y PRINSEQ (Huse,  Huber,  Morrison,  Sogin y Welch, 2007), con los archivos 

FastQ se realizó el mapeo de secuencias contra un genoma de referencia con las 

plataformas Galaxy (Afgan et al., 2016; Giardine et al., 2005), siguiendo el algoritmo 

se utilizó la herramienta SAMtools que convierte los archivos SAM a BAM, para 

indexar los alineamientos los formatos se transformaron a BAI; por último con los 

archivos FASTA fueron analizados con el programa MEGA 6.0.6 para crear árboles 

filogenéticos con los que se determinaron las distancias nucleotídicas entre las 

diferentes muestras.  

5. Resultados 
5.1 Descripción del tipo de respuesta al tratamiento en pacientes infectados 
con HCV sometidos a terapia triple.  
Se llevó a cabo la secuenciación por el método de Sanger de las regiones 

codificantes de dos proteínas que intervienen en la inmunidad innata (TICAM1 y 

NOD1) en 6 pacientes infectados con HCV sometidos a terapia triple (PEG-IFN, 

RBV y BOC), 4 considerados clínicamente respondedores (ID3, ID4, ID5 e ID7; 

figura 14) y 2 no respondedores al tratamiento (ID1, ID2; figura 15).  
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Figura 14. Cargas virales (log10) de los 4 pacientes Respondedores. 
Un paciente con RVR (ID7) y 3 con EVR (ID3, ID4, ID5); los 4 pacientes logran una SVR. 

 

Figura 15. Cargas virales (log10) de los 2 pacientes No Respondedores. 
ID1 con respuesta parcial y ID2 con perdida de la respuesta. 

5.2 Identificación de SNPs presentes en las moléculas de la Inmunidad 
Innata TICAM1 y NOD1. 
5.2.1 Descripción de SNPs en la molécula TICAM1 
Para la molécula TICAM1 se diseñaron 6 pares de primers que generaron una 

cobertura total de la región codificante (Figura 16). El paciente con ID7 

(Respondedor con RVR, es decir, una respuesta rápida a las 4 semanas, presentó 

un genotipo homocigoto (AA) en el SNP rs7255265 (Figura 17) que da lugar a un 

cambio sinónimo en el codón 7 del mRNA en el amplicón de la molécula de TICAM1 

(Figura 16). Este paciente presentó también un genotipo homocigoto (CC) en la 

posición 557 del mRNA del rs2292151 que da lugar a un cambio sinónimo con 

codificación a ácido aspártico (Figura 19 y Figura 20).  

Los pacientes respondedores con EVR (respuesta a las 12 semanas) ID3, ID4 y ID5 

presentaron el genotipo homocigoto GG en el rs7255265 (Figura 18) al igual que los 

pacientes No respondedores ID1 y ID2 y fueron heterocigotos CT para el rs2292151 

(Figura 19 y Figura 21). En la figura 22 se muestra un modelado in silico de la 
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molécula TICAM1 donde se resalta el  aminoácido treonina codificado dentro del 

SNP rs7255255. 

 

Figura 16. Imagen representativa de la cobertura de la molécula TICAM1. 
Mediante el diseño de primers (TRIF1- TRIF6) que general amplicones sobrelapados para 
lograr una cobertura total (A). En el ensamble de secuencias del amplicón TRIF1 (B) se resalta 
en un recuadro rojo el codón 4 del RNA, el cambio en el SNP rs7255265 G/A es sinónimo. 
Imágenes obtenidas de GAP v4.11.2. 

 

Figura 17. Electroferogramas del primer amplicón de la molécula TRIF. 
En el que se esquematiza la presencia del Alelo A en el SNP rs7255265 en el paciente ID7. 

A 

B

) 
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Figura 18.Electroferogramas del primer amplicón de la molécula TRIF. 
Se observa la presencia del Alelo G en el SNP rs7255265 en el Paciente con ID4; de igual manera este 

genotipo está presente en los pacientes con ID1,2,3,5. 

 

Figura 19. Ensamble de secuencias del amplicón 5 de TRIF. 
Se observa el SNP rs2292151 (C/T). En rojo se resalta el codón 557 con sus variantes GAC/GAY (la sigla 
Y indica la presencia de los alelos C y T). El cambio es sinónimo y da lugar a la codificación de Ácido 
Aspártico. Imágenes obtenidas de Staden-package Programa GAP v4.11.2. 

 

Figura 20. Electroferogramas del quinto amplicón de la molécula TRIF. 
Se esquematiza la presencia del Alelo CC en el SNP rs2292151 en el paciente ID 7. 
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Figura 21. Electroferogramas del quinto amplicón de la molécula TRIF. 
Se observa la presencia de los Alelos C y T en el SNP rs2292151 en el Paciente ID5; de igual manera 

este genotipo heterocigoto está presente en los pacientes ID 1,2,3,4. 
 

 

Figura 22. Predicción in silico de la molécula TICAM1. 
En color azul se señala al aminoácido treonina que se constituye en el cambio sinónimo del SNP 

rs7255255. Esta región está implicada en la interacción con la molécula de la inmunidad innata TRAF-6 
Imagen obtenida en Jmol. 

Para la identificación de SNPs en la molécula NOD1, se diseñaron 3 pares de 

primers que permiten la amplificación de la región central de la proteína (Figura 23). 

En el paciente con ID5 (respondedor con EVR, 12 semanas) se identificó el genotipo 

heterocigoto (GA) en el SNP rs2075820 que da lugar a un cambio no sinónimo en 

la posición del mRNA 796 (codón 266), este genotipo lleva a la codificación 

predictiva de cambio de aminoácido de Ácido Glutámico (GAG) a Lisina (AAG) 

(Figuras 23 y 25); en tanto que en la posición del mRNA 1073 (codón 356) para el 

SNP rs376876391 se identificó un genotipo heterocigoto (GA), el cual da lugar a un 

cambio no sinónimo con cambio de arginina (CGC) a histidina (CAC) (Figuras 26 y 

28). Los pacientes respondedores con EVR ID3, ID4 y el paciente con RVR ID7, así 

como los no respondedores ID1 y ID2 presentaron el genotipo homocigoto (GG) 

tanto en el rs2075820 (Figura 24) como en el rs376876391 (Figura 27) que lleva a 

la codificación predictiva del aminoácido Ácido Glutámico (rs2075820) y arginina 
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(rs376876391). También se realizó la predicción in silico de la molécula NOD1, 

destacando la estructura química de los aminoácidos Histidina que representa al 

SNP rs376887391 y el aminoácido Lisina para el SNP rs2075820 (Figura 29). 

 

Figura 23. Imagen representativa del diseño de pimers para la secuenciación de la molécula NOD1. 
Se visualizan los amplicones (NOD3 – NOD6) sobrelapados para lograr una cobertura de la región central 
de la molécula (A). En el ensamble de Secuencias (B) se resaltan en rojo los codones GAG / RAG (la 
sigla R indica la presencia de los alelos G y A) en la posición 796 del mRNA, en el que el cambio no 
sinónimo del rs2075820 da lugar a la codificación del cambio de aminoácido de ácido glutámico a lisina. 
Imágenes obtenidas de Staden-package Programa GAP v4.11.2. 
 

 

Figura 24. Electroferogramas del tercer amplicón de la molécula NOD1. 
En el que se observa la presencia del Alelo G en el SNP rs2075820 en la muestra control; de igual 

manera este genotipo está presente en los pacientes con ID 1,2,3,4,7. 
 

 

 

A 

B 
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Figura 25.Electroferogramas del tercer amplicón de la molécula NOD1. 
Se identifica la presencia de los Alelos G y A en el SNP rs2075820 en la molécula NOD1 del paciente 

con ID5. 
 

 

Figura 26. Ensamble de secuencias del amplicón 4 de NOD1. 
En donde se encuentra el SNP rs376876391 (G/C) en la posición mRNA 1073; se resaltan en rojo los 
codones CGC / CGR (la sigla R indica la presencia de los alelos G y A), el cambio de G al genotipo 
heterocigoto (GA) da lugar a la codificación de cambio de aminoácido de Arginina a Histidina presente 
en el paciente con ID5. Imágenes obtenidas de Staden-package Programa GAP v4.11.2.  
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Figura 27.Electroferogramas del cuarto amplicón de la molécula de NOD1. 
En el que se observa la presencia del alelo G en el SNP rs376876391 en la muestra control; de igual 

manera este genotipo está presente en los pacientes con ID 1,2,3,4,7. 
 

 

Figura 28. Electroferogramas del cuarto amplicón de la molécula de NOD1. 
Se esquematiza la presencia de los Alelos A y G en el SNP rs376876391 en la molécula NOD1 Paciente 

con ID5. 
 

 

Figura 29. Predicción in silico de la molécula NOD1. 
Destacando en la imagen la estructura química de los aminoácidos Histidina en color amarillo 
describiendo al SNP rs376876391 codón 356 que codificaría cambio de aminoácido de Arginina a 
Histidina. En color rojo describiendo al SNP rs2075820 posición del codón 266 que codificaría cambio 
de aminoácido de Ácido Glutámico a Lisina, ambos SNP presentes en el paciente ID5. Imagen obtenida 
por el programa Jmol. 
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5.2.3 Modelo de Correlación entre los SNPs en TICAM1 y NOD1 en los 
pacientes con HCV.  
Para evaluar si la presencia de los SNPs sinónimos y no sinónimos descritos en 

este trabajo presentan alguna asociación con la severidad de la enfermedad 

(descrita como grado de fibrosis), con el tipo de respuesta al tratamiento (RVR, EVR, 

Nula, Perdida de la respuesta) o con la presencia del genotipo asociado a SVR (CC) 

en el SNP rs12979860 de IL-28, se realizó un estudio de correlación por el método 

de Tau B de Kendall. A los pacientes con SNPs en TICAM1 y NOD1 se les asignó 

un valor de mayor jerarquía en la prueba. Se encontró una correlación positiva 

moderada (0.65) entre la presencia de polimorfismos en la molécula TICAM1 y una 

mejor respuesta al tratamiento. De igual forma se encontró una correlación positiva 

moderada (0.50) entre estos SNPs y una mayor progresión de la enfermedad 

(mayor grado de fibrosis). Para NOD1 se encontró una correlación negativa baja (-

0.39) entre la presencia de SNPs no sinónimos y una mejor respuesta al tratamiento, 

mientras que para IL-28 no se encontró correlación (Figura 30).  

 

Figura 30. Prueba de correlación Tau B Kendall. 
El coeficiente de correlación se representa en colores el rango de rojos una correlación positiva, 
mientras el rango de azules correlación negativa; o bien sin correlación en color blanco; por lo anterior 
se observa una correlación positiva moderada (0.65) entre la presencia de los polimorfismos en la 
molécula TICAM1 y una mejor respuesta al tratamiento, de igual forma se encontró una correlación 
positiva moderada (0.50) entre los SNPs y una progresión de la enfermedad. Para NOD1 se encontró una 
correlación negativa baja (-0.39) entre la presencia de SNPs no sinónimos y una mejor respuesta al 
tratamiento. 
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5.3 Caracterización de la región HVR1 en pacientes con HCV sometidos a 
terapia triple. 
Para amplificar la región HVR1 se realizaron dos corridas de secuenciación en la plataforma 

454 de Roche, posteriormente se realizó el análisis bioinformático para la caracterización 

de la región HVR1. Se realizaron dos metodologías de análisis, la primera enfocada en 

calcular las distancias nucleotídicas en muestras basales (cuatro pacientes) y la segunda 

para realizar un análisis filogenético de la región a lo largo del periodo de tratamiento en 

dos pacientes. La primera caracterización se realizó a las muestra basales de 4 pacientes, 

dos respondedores y dos no respondedores (Tabla 4), antes del inicio del tratamiento; se 

observa una menor distancia nucleotídica entre las variantes virales en los pacientes 

respondedores (ID3, ID7) en comparación con los pacientes no respondedores (ID1, ID2) 

(Figura 31). El paciente no respondedor que perdió la respuesta al tratamiento (ID2) 

presentó la mayor diversidad nucleótidica basal (22.55) seguido por el paciente con 

respuesta parcial (ID1) con un valor de 20.09, en tanto que los pacientes respondedores 

presentaron una menor diversidad siendo el paciente con RVR (ID7) el que tuvo la menor 

diversidad (3.68) y el paciente con EVR (ID3) presento un valor de 16.87 (tabla 4 y figura 

31). 

 

Tabla 4. Descripción de la distancia media nucleotídica de la región HVR1 en pacientes con HCV en muestra basal. 

 

Figura 31. Promedios de las distancias nucleotídicas en la región HVR1 en 4 pacientes infectados con 
HCV sometidos a terapia triple. 
En los pacientes no respondedores, el paciente con ID1 (1) clasificado con una respuesta parcial y ID2 
(2) considerado como paciente con pérdida de la respuesta. En los pacientes clasificados como 
respondedores, el ID3 (3) presento una EVR  y el paciente con ID7 una EVR y la menor distancia media 
nucleotídica. 

PARCIAL 

PÉRDIDA DE 
LA RESPUESTA 

 

EVR 

RVR 
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Para realizar el análisis filogenético de las variantes virales a lo largo del tratamiento, 

se caracterizaron dos pacientes, un paciente respondedor (ID3) y uno no 

respondedor (ID2) en los tiempos basal y semana 4 para el ID3 y basal y semanas 

4, 12, 24 y 38 para el ID2 como se muestra en la tabla 5. 

Con la secuenciación y el posterior análisis bioinformático, se procedió a realizar la 

reconstrucción filogenética de los pacientes ID3 (Respondedor figura 32) y ID2 (No 

respondedor figura 33) mediante el método de máxima verosimilitud modelo de 

kimura 2 parameter model y un bootstrap = 1000.  

En el paciente respondedor, se identifican dos poblaciones virales con una  

diversificación baja entre la muestra basal y la de 4 semanas, estas variantes virales 

son ya indectadas en la carga viral de la semana 12; mientras que en el paciente no 

respondedor se observa mayor diversidad entre las poblaciones virales basales y 

las presentes en la semana 4 y las poblaciones virales en la semana 24 y 38 son 

diferentes a las iniciales; un dato que es importante mencionar, es que se logró 

caracterizar la región HVR1 en este paciente aun cuando los valores de la carga 

viral a la semana 24 no son detectados por la prueba diagnóstica de carga viral. 

 

Tabla 5. Descripción de los pacientes para el análisis filogenético de la región HVR1 a lo largo del 
tratamiento. 

En la tabla se observa el ID3 paciente respondedor, ID2 paciente no respondedor. 
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Figura  32. Análisis filogenético por el método de Maximum likelihood. 
Paciente ID3 Respondedor infectado con HCV sometido a terapia triple. Imagen obtenida de MEGA© v 6.0.6 

 

 

Figura 33. Análisis filogenético por el método de Maximum likelihood. 
Paciente ID2 No Respondedor infectado con HCV sometido a terapia triple. Imagen obtenida de MEGA© v 6.0. 
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6 Discusión. 
La identificación de marcadores moleculares propios del hospedero que presenten   

asociaciación con la predicción de la respuesta a la terapia contra HCV o en la 

progresión de la enfermedad representa uno de los principales objetivos de estudio 

en hepatitis C; es así que diversos trabajos de investigación se han centrado en 

estudiar genes candidatos que representen elementos claves en la modulación y 

función de las moléculas involucradas en en reconocimiento de HCV, entre ellos los 

genes involucrados en la respuesta inmune innata antiviral (Graells, 2013; Mosbruger 

et al., 2010; Sawhney y Visvanathan, 2011). 

En el presente trabajo se llevó a cabo la secuenciación por el método de Sanger de 

las regiones codificantes para dos proteínas que intervienen en la inmunidad innata 

(TICAM 1 y NOD 1) en 6 pacientes infectados con HCV sometidos a terapia triple 

(Interferon pegilado, Ribavirina y Boceprevir) con el objetivo de establecer si existe 

alguna asociación entre los SNPs presentes estas regiones y el tipo de respuesta 

al tratamiento, la progresión de la enfermedad o la generación de variantes virales. 

Un hallazgo relevante de este proyecto es que, de los pacientes analizados, el único 

paciente respondedor rápido al tratamiento (RVR) (ID7) (carga viral indetectable a 

las 4 semanas) posee el genotipo homocigoto AA en el rs7255265 de TICAM1, el 

cual está localizado en el codón 7 que codifica para la región proteica del extremo 

N- terminal, sitio donde la molécula TICAM1 interactúa con la proteína TRAF6 (TNF 

receptor-associated factor 6) que a su vez induce la vía de señalización de IFN;  

en este mismo paciente, se identificó el genotipo homocigoto CC para el SNP 

rs2292151, el cual está ubicado en el codón 557 en el dominio TIR (Toll/IL-1 

receptor) de la proteína en el extremo C- terminal; en dicha región la molécula 

TICAM1 interacciona con su ligando TLR3, evento importante en el reconocimiento 

del RNA de doble cadena que se genera durante la replicación viral; tras este 

reconocimiento, el TLR3 a través de la proteína adaptadora TICAM1 conduce a la 

activación de diversos factores de transcripción y la translocación al núcleo del IRF3 

(factor regulador 3 del interferón) vía que, como ya se mencionó, termina en la 

activación y producción de IFN

En ambos SNPs, a pesar de que los cambios a nivel alélico son sinónimos, pueden 

existir diferentes repercusiones en la capacidad de expresión de las proteínas y de 

sus interacciones; así, se ha descrito que la presencia del alelo A en el rs7255265 
aumenta la expresión de IL2 (citocina proinflamatoria) y la presencia del alelo C en 

el rs2292151 se ha asociado con el aumento de la producción de TNF 

(Ovsyannikova et al., 2011), de tal manera que las variaciones alélicas encontradas 

en el paciente ID7 podrían estar asociadas a su capacidad de responder de manera 

temprana (RVR) al tratamiento. 
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En relación a la asociación entre la molécula TICAM1 y las variantes virales, se ha 

descrito que la proteasa viral NS3 tiene capacidad de romper a esta proteína 

adaptadora, evitando la correcta inducción de interferones tipo I y de otras citocinas 

(Z. Jiang et al., 2004; Ovsyannikova et al., 2011). TICAM1 funciona como proteína 

adaptadora de unión a TLR3 para mediar la activación del factor de transcripción 

nuclear IRF 3 (Factor regulador 3 del interferón) a través de TRAF6, y del factor de 

transcripción NF- KB  a través de su unión a NEMO, se ha descrito que mutaciones 

en TICAM1 en la posición de aminoácidos 250 – 255 impiden la correcta vía de 

señalización e inducción de estos factores de transcripción (Zhengfan Jiang,  Tak 

W. Mak,  Ganes Sen y Xiaoxia Li, 2004); la incisión de la proteína TICAM1 en los 

aminoácidos Cys 373/ Ser 373 por la proteína NS3 del HCV  interrumpe la vía de 

señalización que conduce a la producción de moléculas proinflamatorias y otras 

citocinas que desencadenen la respuesta inmune adaptativa, permitiendo una 

mayor replicación viral en un ambiente de presión selectiva ejercida por la terapia 

triple que puede dar lugar a la generación de variantes virales (Figura 34) (Zhengfan 

Jiang et al., 2004).  

          

Figura  34. Vía de Señalización mediada por TLR3. 
La molécula adaptadora TICAM1 se une a TLR3 y a TRAF6 , el cual induce la producción de IFN y  y 
de moléculas inflamatorias. VHC rompe a la molécula TICAM1 en cys-373-ser bloqueando esta vía de 

señalización. 
 

Hasta el momento no se ha descrito la presencia de SNPs en moléculas de la 

inmunidad innata en asociación con la infección por HCV, por lo que la descripción 

de estos SNPs homocigotos en pacientes con RVR debe ser evaluada de manera 

más amplia, sobre todo tomando en consideración que los pacientes con respuestas 

menos eficientes presentan genotipos heterocigotos en el rs2292151 y homocigosis 

para el alelo ancestral en el rs7255265. 
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En relación a la molécula NOD, se diseñaron 3 pares de primers que permitieron la 

secuenciación de la región que codifica para el dominio central de la proteína. En el 

análisis bioinformático se identificaron dos polimorfismos no sinónimos en el 

paciente respondedor temprano (EVR) ID5; en el primer SNP rs2075820, ubicado 

en el codón 266, se identificó el genotipo GA, en el que la aparición del alelo A (alelo 

menor) está implicado en un cambio de aminoácido de Ácido Glutámico a Lisina 
según el modelo de predicción de la traducción; para el segundo SNP rs376876391 

(posición 1073 del mRNA), se identificó el genotipo GA en el que, nuevamente, la 

aparición del alelo A codificaría para un cambio aminoácido de Arginina a Histidina.  

La región central de la proteína NOD1 está implicada en la oligomerización de la 

proteína, su correcta activación permite la interacción con la proteína RIPK2, 

molécula que participa en la modulación de la respuesta inmune innata y adaptativa; 

además de estar involucrada en el control de la apoptosis (Kutikhin, 2011; Ver Heul,  

Gakhar,  Piper y Subramanian, 2014); aquí se describen SNPs que dan lugar a 

cambios no sinónimos en esta molécula involucrada en la respuesta ante la 

infección por HCV y existen pocos estudios  de las implicaciones de cambios en 

esta molécula asociados a procesos patológicos. En este sentido, el alelo A del SNP 

rs2075820 se ha asociado con el desarrollo de cáncer y se ha identificado como un 

marcador de riesgo genómico (genes con un patrón hereditario, cuya alteración 

aumenta el riesgo a adquirir cierta enfermedad (Klonowska et al., 2015))  y  de 

severidad de la malaria (Kutikhin, 2011; Toure et al., 2012), por su parte, para el 

SNP rs376876391 no se ha identificado asociación en ninguna enfermedad hasta 

el momento. 

La proteína NOD1 es una proteína citosólica, de la familia de los receptores NLR 

que son sensores intracelulares y funcionan como receptores de reconocimiento de 

patrones tanto de daño como de patógenos (PRR); contiene un dominio caspasa 

(CARD) en el extremo N terminal, un dominio central de unión a nucleótidos (NBD) 

y 10 repeticiones de leucinas (LRRs) en su extremo C terminal. NOD1 induce la 

activación de NF- kappa B a través de RIPK2 (Figura 35), para su correcta función 

de activación requiere de un proceso de oligomerización mediado por la región 

central (se ha descrito que la presencia de mutaciones en la región central pueden 

afectar el proceso de oligomerización necesario para continuar con la vía de 

señalización que termina en la producción de citocinas pro inflamatorias (Cui,  Chen,  

Wang y Wang, 2014). La presencia de los dos polimorfismos no sinónimos podrían 

modificar la estructura de la proteína y tener implicaciones en la correcta 

oligomerización de NOD, ya sea impidiéndola o aumentándola con la consecuente 

disminución o activación de las vías de señalización mediadas por NOD1 ante las 

señales de daño generadas por la infección con HCV. En este sentido, solo existen 

dos reportes de la molécula de NOD1 en asociación con HCV: el primero describe  
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que en biopsias de pacientes infectados con HCV y analizados por técnicas 

histoquímicas, se observa una mayor expresión de NOD1 en comparación con tejido 

sin infección (Mozer-Lisewska et al., 2011); en el segundo se describe la activación 

y reconocimiento de NOD1 por RNA de doble cadena y su importancia en el proceso 

de replicación de HCV (Vegna et al., 2016); es así que se requiere continuar con el 

estudio de las implicaciones que puede tener la presencia de cambios no sinónimos 

en esta molécula y sus implicaciones en la infección por HCV, ya que con los 

resultados aquí obtenidos no es posible establecer asociaciones ya que estos 

cambios se observaron solo en un paciente respondedor. 

 

Figura 35. Vía de Señalización de la molécula NOD1. 
Tras el reconocimiento de PAMP´s (señales de daño) se induce la oligomerización y activación de 
diversas vías que promueven la producción de IFN  y , moléculas inflamatorias y moléculas 
importantes en el crecimiento y diferenciación celular. 
 

La descripción de los SNPs en moléculas de la inmunidad innata implicados en el 

reconocimiento de HCV se inserta en el mecanismo general de la respuesta inmune 

ante este agente, el cual depende del tipo de interacciones entre el virus y estas 

moléculas que, en conjunto, determinan que el virus sea eliminado o se establezca 

de forma crónica (Heim, 2013; Ver Heul et al., 2014; Zuniga et al., 2015).  Las células 

de la respuesta inmune innata son capaces de reconocer una amplia gama de 

productos virales a través de sus PRRs como los receptores tipo Toll (TLRs), las 

helicasas RIG 1 y MDA5, los receptores tipo NOD (NLRs), capaces de reconocer 

señales de daño causados por el estrés celular o componentes del patógeno  

(Mozer-Lisewska et al., 2011); si el reconocimiento es adecuado, se da una correcta 

activación que promueve la detección viral rápida y liberación de citocinas antivirales 

claves, cuya respuesta puede contener la replicación viral. En particular, la vía de 
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señalización final de este reconocimiento promueve la producción de interferones 

de tipo I (IFN I), que pertenecen a un conjunto de citocinas pleiotrópicas que se 

activan de forma autocrina o paracrina, la unión del IFN a sus receptores  induce  la 

via  JAK- STAT cuyo producto final es la activación de un conjunto muy grande de 

genes denominados genes estimulados por IFN (ISG) que promueven un estado 

antiviral y activan multiples células inmunes (Bartenschlager et al., 2013; Heim, 

2013). Colectivamente, estos genes facilitan tanto la eliminación del virus de las 

células infectadas como la protección a las células no infectadas vecinas de la 

progenie viral entrante. Se ha descrito que en pacientes que responden 

favorablemente al tratamiento (PEG- IFN y RBV) se induce un aumento de la 

expresión de un amplio número de genes que participan en la activación de la vía 

del interferón como ISG15, IFI6, IFI44L, IFI27, MX1, OASL, IRF7, IFIT3, IFITM1, 

EIF2AK2, HERC5 y APOBEC3A; también se ha observado una sobreexpresión de 

otros genes involucrados en procesos inmunes (EPSTI1), en adhesión celular 

(NEXN), en la regulación de la transcripción (HES4) y en otras funciones (GYPB y 

MT2A). Por el contrario, en pacientes que no responden favorablemente al 

tratamiento se induce la sobreexpresión de un menor número de ISGs (ISG15, 

IFI44L, IFI27, IRF7); además, en los no respondedores se observa también un 

aumento de la expresión de un gen que presenta efecto inhibitorio en la ruta del 

interferón (USP18) (Figura 36)  (Bartenschlager et al., 2013).  

El exceso de IFN tipo I promueve la producción de IFN III  o IFN   los cuales están 

conformados por tres isoformas que implican a los genes IFN 1 (IL29), IFN 2 

(IL28A) e IFN 3 (IL-28B). Los interferones tipo III están relacionados con los 

miembros de la familia de IL-10 e IL-22 que se ha demostrado que confieren 

hepatoprotección, además de inducir una cascada de transducción de señales muy 

parecida a la que inducen los IFNs tipo I, por tanto tienen actividades biológicas 

similares, ya que ambos tipos de IFNs tienen la habilidad intrínseca de inducir una 

respuesta antiviral (Ashwin Balagopal,  David L. Thomas y Chloe L. Thio, 2010). 

De esta forma, y dado el antecedente de asociación entre los SNPs presentes en 

IL-28 B y la respuesta al tratamiento, se hace pertinente continuar con la búsqueda 

de marcadores moleculares de respuesta inmune innata y su asociación con el tipo 

de respuesta con los nuevos antivirales de acción directa así como sus 

interacciones con las variantes virales. 
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Figura  36. Descripción general de la respuesta inmune innata antiviral para HCV. 
Adaptado de (Bartenschlager et al., 2013). 

 

El siguiente objetivo del trabajo fue valorar el impacto de las variaciones alélicas y 

genótipicas en los SNPs encontrados, con parámetros clínicos; el análisis por el 

método de Tau B de Kendall describió una correlación positiva moderada entre la 

presencia de polimorfismos y una mejor respuesta al tratamiento y una correlación 

positiva moderada entre estos SNPs y  un mayor grado de fibrosis para la molécula 

TICAM1, en tanto que para NOD1 se encontró una correlación negativa baja entre 

la presencia de SNPs no sinónimos y una mejor respuesta al tratamiento, en tanto 

que para IL-28 no se encontró correlación (Figura 30). Este estudio debe ser 

retomado con un mayor número de pacientes que permitan dar un soporte 

estadístico sólido a estas correlaciones, sin embargo, como ya se mencionó, una 

de las principales limitantes de este estudio fue el número de pacientes, debido a 

que la terapia triple no fue incluida en el cuadro básico de medicamentos mexicanos, 

por lo que sólo los pacientes que se atienden de forma privada que pudieran cubrir 

el costo del tratamiento y en protocolos con cohortes muy reducidas tuvieron acceso 

al tratamiento.  

La principal limitante que se encontró en este proyecto fue que la calidad de las 

muestras no fue la óptima para recuperar el RNA viral, por lo que solo se logró 

amplificar y secuenciar la región de HVR1 para 4 pacientes (muestras basales) y 

solo 2 pacientes durante el tratamiento, es muy importante decir que estas muestras 

se recolectaron en los años 2012 – 2013 y se mantuvieron a bajas temperaturas (- 

70°), sin embargo, y a pesar de que se realizaron diversas rondas de extracción y 
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generación de bibliotecas, la viabilidad de las muestras se vio afectada por lo que 

no se logró identificar en todos los pacientes la región HVR1. 

Los pacientes en los que se logró la secuenciación fueron el ID1, ID2, ID3 e ID7 

para muestra basal y ID2 y ID3 se lograron secuenciar muestras a lo largo de todo 

el curso del tratamiento utilizando la amplificación de la región HVR1 de HCV, la 

cual es representativa de la presión selectiva ejercida en todo el genoma viral por 

los fármacos y  por parte del sistema inmune (Cortes et al., 2014).  

El hallazgo más importante al hacer el cálculo del promedio de las distancias 

nucleotídicas () de las 4 muestras basales (figura 31), es que el paciente que 

inicialmente respondió y al final del tratamiento tuvo una pérdida de la respuesta 

(ID2), presenta la mayor diversidad basal (22.55), en tanto que el paciente con la 

respuesta de eliminación viral más eficiente (ID7) es el que presenta la menor 

diversidad (3.68); aunado a lo anterior, el paciente no respondedor que presenta 

respuesta parcial, tiene una diversidad nucleotídica elevada (20.09), pero menor 

que el ID2, y el paciente respondedor a las 12 semanas (ID3) presenta una 

diversidad menor que los no respondedores (16.87). Lo anterior sugiere que, la 

existencia de heterogeneidad genética entre los pacientes antes de iniciar el 

tratamiento, medida como pudiera tener utilidad como marcador biológico de 

predicción al éxito del tratamiento antiviral.  

Hasta el momento no se ha utilizado a  como marcador de asociación entre las 

cuasiespecies presentes antes del tratamiento y el éxito del mismo. Sin embrago, 

otros parámetros de asociación genética como la entropía de Shanon, el parámetro 

de Haming, la distancia genética, la diversidad nucleotídica por sitio y el número de 

sustituciones genéticas, han sido evaluados con resultados en los que se ha 

encontrado asociación y en los que no se ha podido establecer(Cortes et al., 2014; 

Moreau,  Levis,  Crosbie,  Kenny-Walsh y Fanning, 2008). 

La existencia de una menor diversidad nucleotídica basal en el paciente ID7 y la 

presencia de diferencias en los SNPs de respuesta inmune innata, con relación a 

pacientes con menor eficiencia en la respuesta al tratamiento con terapia triple, 

sugieren que puede existir una relación entre la identificación de SNP específicos y 

el tipo de respuesta en función de las poblaciones virales infectantes. La generación 

de modelos que involucren a los tres parámetros se presenta como una perspectiva 

real ente los nuevos tratamientos.  

Con los avances de la segunda generación de secuenciación (NGS), se han descrito 

diversos estudios que caracterizan con una gran cobertura diversas regiones que 

codifican para el virus de la HCV, lo que ha permitido la descripción de diversas 

asociaciones, entre ellas, con la severidad de la infección, con la transmisión 
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vertical, con la coinfección entre HCV y otros virus (HIV, HVB) y por último con el 

tipo de respuesta al tratamiento (Cruz-Rivera et al., 2013; Escobar-Gutierrez et al., 

2012; Preciado et al., 2014). 

La mayoría de los estudios recientes de NGS se centran principalmente en el 

análisis de la diversidad en la proteína E2 de HCV. La región HVR1 contiene la zona 

con mayor variabilidad genética en el genoma de HCV la cual se presenta como un 

mecanismo que la generar diversidad permite el escape de la respuesta 

inmunológica mediada por las células T; en este sentido, los hallazgos recientes 

describen que la pérdida de respuesta de linfocitos T se asocia con una mayor 

severidad de la infección y tiene implicaciones en el desarrollo de carcinogénesis 

en pacientes con HCV y como ya se mencionó, se busca el establecimiento entre 

diversos parámetros de diversidad en la región y el tipo de respuesta con la terapias 

actuales (Di Lello,  Culasso y Campos, 2015). 

Es importante continuar con la identificación de marcadores moleculares que 

ayuden a definir los criterios de predicción a los nuevos protocolos contra HCV; este 

trabajo describe por primera vez polimorfismos en las moléculas de la inmunidad 

innata TICAM1  y NOD1  en pacientes infectados con HCV  sometidos a terapia 

triple (PEG-IFN, RBV, BOC), además de evaluar la heterogeneidad genética en la 

región HVR1 en muestras basales de 4 pacientes con diferente tipo de respuesta al 

tratamiento. Los resultados obtenidos, sugieren que los polimorfismos presentes en 

las moléculas de la inmunidad innata TICAM1 y NOD1 y la complejidad de la 

población viral de la región HVR1, en pacientes con Hepatitis C podrían tener 

implicaciones importantes en el tipo de respuesta al tratamiento. Estos cambios 

afectarían principalmente la vía de señalización del Interferón, principal molécula en 

la respuesta antiviral.  

7 Conclusiones. 
- Se describen por primera vez diversos SNPs sinónimos y no sinónimos en las 

regiones codificantes de las moléculas de la inmunidad innata TICAM1 y NOD1 en 

población mexicana. 

- Se estableció una correlación positiva moderada entre la presencia de 

polimorfismos en la molécula TICAM1 y una mejor respuesta al tratamiento y entre 

estos SNPs y una mayor progresión de la enfermedad (mayor grado de fibrosis). 

- Se describen diferencias en la diversidad nucleotídica basal entre pacientes con 

diferentes tipos de respuesta al tratamiento que sugieren un potencial uso del 

parámetro como marcador de respuesta al mismo.     
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8. Prespectivas. 
- Continuar con la identificación de SNPs presentes en distintas moléculas de la 

inmunidad innata en pacientes con Hepatitis C sometidos a terapia con antivirales 

de acción directa, los inhibidores de polimerasa y proteasa.  

- Caracterización de la complejidad y dinámica de las variantes virales 

intrahospedero de las regiones codificantes de la proteasas y polimerasa viral 

mediante secuenciación masiva paralela en pacientes infectados con Hepatitis C.  

-  Establecer un modelo que ayude a predecir una respuesta favorable al tratamiento 

con los nuevos protocolos contra HCV con marcadores moleculares de variantes 

virales, los datos clínicos de los pacientes y la identificación de diversos SNPs en 

moléculas de la inmunidad innata.  
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